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Περίληψη  
Στην παρούσα μελέτη σκοπός ήταν η διερεύνηση έκφρασης της προ-αποπτωτικής NOXA 
και της αντι-αποπτωτικής MCL1 σε 146 κλινικά δείγματα ΚΠΕ και στα αντίστοιχα 
φυσιολογικά τους, καθώς και να αξιολογηθεί η σημαντικότητα και να διερευνηθεί η 
συσχέτιση των εκφράσεων των γονιδίων με παρουσία/απουσία μετάλλαξης στο γονίδιο 
KRAS στον ΚΠΕ με τη χρήση του Medcalc Software (Ostend, Belgium). 
Η KRAS είναι GTPάση που συμμετέχει στο μονοπάτι KRAS/RAF/MEK/ERK και 
βρίσκεται μεταλλαγμένη στο 24-50% των όγκων στο παχύ έντερο, ενώ οι NOXA και 
MCL1 συμμετέχουν στο ενδογενές μονοπάτι της απόπτωσης. Η NOXA προσδένεται 
επιλεκτικά στην MCL1 και δεν της επιτρέπει να αναστείλει την απόπτωση. 
Χρησιμοποιήθηκαν 146 δείγματα ιστού από ασθενείς με καρκίνο του παχέος εντέρου και 
146 δείγματα φυσιολογικού ιστού του παχέος εντέρου. Τα δείγματα προσφέρθηκαν από τη 
Γ΄ Χειρουργική Κλινική του Γενικού Νοσοκομείου Αθηνών ‘Γεώργιος Γεννηματάς’ μετά 
από έγκριση του πρωτοκόλλου από την Επιστημονική Επιτροπή του Νοσοκομείου. Από τα 
δείγματα απομονώθηκε RNA, το οποίο με PCR αντίστροφης μεταγραφής μετατράπηκε σε 
cDNA, και η έκφραση των γονιδίων NOXA και MCL1 διερευνήθηκε με Real Time PCR. 
Μέσω των δοκιμασιών Mann Whitney βρέθηκε ότι η NOXA είναι υπερεκφρασμένη στα 
καρκινικά δείγματα, και όταν αναλύθηκε η έκφρασή της σε δείγματα που φέρουν 
μετάλλαξη στο KRAS και σε δείγματα που δεν φέρουν, βρέθηκε ότι υπερεκφράζεται 
ανεξαρτήτως παρουσίας/απουσίας μετάλλαξης KRAS. Ακόμη, η NOXA υπερεκφράζεται 
σε κάθε καρκινικό στάδιο. Η έκφραση της MCL1 δεν παρουσίασε σημαντική διαφορά 
μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών δειγμάτων, παρουσιάζει όμως στα KRAS 
μεταλλαγμένα δείγματα σημαντική μείωση στα καρκινικά σε  σχέση με τα φυσιολογικά 
δείγματα. Ο λόγος NOXA/MCL1 βρέθηκε σημαντικά αυξημένος στα καρκινικά δείγματα. 
Με την ανάλυση των καμπυλών ROC καθορίστηκε η διαφοροδιαγνωστική αξία της 
έκφρασης των γονιδίων NOXA, MCL1, υποδοχέα θανάτου DR5 και κυτταρικών 
αναστολέων απόπτωσης cIAP1και cIAP2. Κάθε γονίδιο εκτός από το MCL1 είναι καλός 
διαφοροδιαγνωστικός δείκτης και ο συνδυασμός των γονιδίων NOXA, MCL1, DR5, cIAP1 
και cIAP2 είναι πολύ καλός διαφοροδιαγνωστικός δείκτης. 
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Abstract 
 
The purpose of this study was to investigate the expression of pro-apoptotic NOXA and 
anti-apoptotic MCL1 in 146 CRC tumour samples and their respective normal mucosa, as 
well as to evaluate the significance and to investigate the correlation of gene expressions 
with presence / absence of mutation in KRAS gene in CRC with the use of Medcalc 
Software (Ostend, Belgium). 
KRAS is a GTPase that participates in the KRAS/RAF/MEK/ERK pathway and is mutated 
in 24-50% of the tumors in colon, while NOXA and MCL1 are involved in the intrinsic 
pathway of apoptosis. NOXA selectively binds to MCL1 and prevents it from inhibiting 
apoptosis. 
We used 146 tissue samples from colon cancer patients and 146 normal colon samples. The 
samples were offered by the 3
rd
 Surgical Department of the General Hospital of Athens 
'George Gennimatas'. First, RNA was extracted from the samples, which then was 
converted to cDNA by Reverse Transcription PCR, and finally NOXA and MCL1 gene 
expression was investigated with Real Time PCR. 
Through Mann Whitney tests, NOXA was found to be overexpressed in tumour samples, 
and when her expression was analysed in mtKRAS and wtKRAS samples, it was found to 
be overexpressed regardless of the presence / absence of KRAS mutation. Also, NOXA 
was found overexpressed in every cancer stage. There was a statistically non-significant 
difference between MCL1 expression in tumour and normal samples, but when the 
mtKRAS samples were examined a significant decrease of MCL1 expression is observed 
between the tumour and the normal samples. The NOXA / MCL1 ratio was significantly 
elevated in tumour samples. 
ROC curve analysis determined the differential diagnostic value of the expression of 
NOXA, MCL1, death receptor DR5 and cellular inhibitors of apoptosis cIAP1 and cIAP2. 
Any gene other than MCL1 is differential diagnostic marker and the NOXA, MCL1, DR5, 
cIAP1 and  cIAP2 gene combination is a very good differential diagnostic marker. 
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1 Εισαγωγή 
1.1 Καρκίνος 
Ο καρκίνος είναι ένα σύνολο περισσότερων από 100 ασθενειών, οι οποίες αναπτύσσονται 
με τη πάροδο του χρόνου και περιλαμβάνουν ανεξέλεγκτο κυτταρικό  πολλαπλασιασμό 
που οδηγεί στο σχηματισμό μιας κυτταρικής μάζας ή όγκου (νεόπλασμα) (National 
Institute of Health, Understanding Cancer, 2007). Για να χαρακτηριστεί ένα νεόπλασμα ως 
καρκίνος πρέπει να είναι κακοήθες  (Thompson and Thompson,2007).  
Το νεόπλασμα μπορεί να είναι κακοήθες ή καλοήθες, και οι κύριες διαφορές μεταξύ τους 
είναι ότι ο κακοήθης όγκος μπορεί να εισβάλει στον περιβάλλοντα φυσιολογικό ιστό και 
να τον καταστρέψει, καθώς και να εξαπλωθεί μέσω του κυκλοφορικού και του λεμφικού 
συστήματος σε όλο το σώμα προκαλώντας μεταστάσεις. Ενώ ο καλοήθης όγκος δεν είναι 
ούτε διηθητικός ούτε μεταστατικός (Cooper GM, 2000; NCBI Pubmed Health, How do 
cancer cells grow and spread?, 2016) 
 
1.1.1 Οι κύριες μορφές καρκίνου (NCBI Pubmed Health Glossary, Cancer (Malignant 
Neoplasm), Thompson and Thompson,2007): 
 
o Καρκίνωμα: όγκος που προέρχεται από τον επιθηλιακό ιστό (δέρμα, κύτταρα που 
επενδύουν το έντερο, τους βρόγχους και τους μαστικούς αγωγούς) 
o Σάρκωμα: όγκος που προέρχεται από μεσεγχυματικό ιστό (οστά και μύες), από 
συνδετικό ή από νευρικό ιστό 
o Αιμοποιητική κακοήθης νεοπλασία-Λευχαιμία: όγκος που ξεκινάει σε αιμοποιητικό 
ιστό, όπως ο μυελός των οστών, και διασπείρεται μέσω του αίματος 
o Λεμφοειδής κακοήθης νεοπλασία- Λέμφωμα και πολλαπλό μυέλωμα: όγκος που ξεκινά 
σε κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος και διασπείρεται μέσω του λεμφικού 
συστήματος. 
o Νεοπλασία του κεντρικού νευρικού συστήματος: όγκος που ξεκινά σε ιστούς του 
εγκεφάλου και του νωτιαίου μυελού. 
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1.1.2 Χαρακτηριστικά που διαφέρουν μεταξύ των καρκινικών και των φυσιολογικών 
κυττάρων (Cooper GM,2000) : 
 Ο ανεξέλεγκτος πολλαπλασιασμός των καρκινικών κυττάρων 
 Μειωμένες απαιτήσεις των καρκινικών κυττάρων για αυξητικούς παράγοντες, και 
παραγωγή σε κάποιες περιπτώσεις αυξητικών παραγόντων που προκαλούν κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό και αγγειογένεση. 
 Τα καρκινικά κύτταρα είναι λιγότερο κολλώδη μεταξύ τους και με την εξωκυττάρια 
θεμέλια ουσία από τα φυσιολογικά, στοιχείο που ευνοεί τη διήθηση και τη 
μεταστατικότητα αυτών των κυττάρων. 
 Έκκριση πρωτεασών από τα καρκινικά κύτταρα, οι οποίες πέπτουν παράγοντες της 
εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας, επιτρέποντας στα κύτταρα να εισβάλουν σε γειτονικούς 
φυσιολογικούς ιστούς. 
 Διακοπή διαφοροποίησης των καρκινικών κυττάρων σε αρχικό στάδιο, η οποία συνάδει 
με τον συνεχή πολλαπλασιασμό τους. 
  
1.1.3 Γονίδια  που συμμετέχουν στον καρκίνο (Lodish, 2000): 
Οι κατηγορίες των γονιδίων που είναι πολύ σημαντικά για την καρκινογένεση είναι τα 
ογκογονίδια και τα ογκοκατασταλτικά γονίδια. Τα γονίδια αυτά κωδικοποιούν πρωτεΐνες 
υπεύθυνες για την κυτταρική ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό και οι μεταλλάξεις τους 
συμβάλλουν στην ανάπτυξη του καρκίνου. Οι μεταλλάξεις που ευθύνονται για την 
μετατροπή πρωτοογκογονιδίου σε ογκογονίδιο είναι επικρατείς.  
Ογκογονίδιο είναι κάθε γονίδιο που κωδικοποιεί πρωτεΐνη ικανή να προκαλέσει καρκίνο 
σε ζώα και να μετασχηματίσει κύτταρα σε καλλιέργεια και τα περισσότερα προέρχονται 
από μεταλλαγμένα πρωτοογκογονίδια. Τα πρωτοογκογονίδια είναι φυσιολογικά γονίδια 
που ρυθμίζουν κυτταρικές λειτουργίες και με μετάλλαξή τους μετατρέπονται σε 
ογκογονίδια. Πρωτοογκογονίδιο μετατρέπεται σε ογκογονίδιο μέσω μετάλλαξης θέσης, 
μέσω γονιδιακής ενίσχυσης ή μέσω χρωμοσωμικής μετάθεσης, οι δε μεταλλάξεις 
μετατροπής οδηγούν σε κέρδος λειτουργίας. 
Ογκοκατασταλτικά γονίδια είναι γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που αναστέλλουν 
τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Στα ογκοκατασταλτικά γονίδια συμβαίνουν μεταλλάξεις 
που οδηγούν σε απώλεια λειτουργίας, και κάποιες πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από 
αυτά είναι πρωτεΐνες που προωθούν την απόπτωση και ένζυμα που συμμετέχουν στην 
επιδιόρθωση του DNA. Οι ογκογόνες μεταλλάξεις σε ογκοκατασταλτικά γονίδια είναι 
υπολειπόμενες. 
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1.2 Καρκίνος του παχέος εντέρου 
1.2.1 Γενικά και στατιστικά στοιχεία 
Ο καρκίνος του παχέος εντέρου και του ορθού είναι ο τρίτος πιο συχνά διαγνωσμένος 
καρκίνος σε άνδρες και γυναίκες στις Ηνωμένες Πολιτείες της Αμερικής, σύμφωνα με 
μελέτη του 2017 (Siegel, 2017).Υπολογίζεται η συχνότητα του καρκίνου του παχέος 
εντέρου μαζί με τη συχνότητα του καρκίνου του ορθού, γιατί σε πολλές περιπτώσεις 
καταγράφεται εσφαλμένα ο καρκίνος του ορθού ως καρκίνος του παχέος εντέρου στο 
πιστοποιητικό θανάτου του ασθενούς (Yin, 2011). Ο καρκίνος του παχέος εντέρου 
προκύπτει από την βαθμιαία συσσώρευση γενετικών και επιγενετικών μεταλλαγών, οι 
οποίες οδηγούν στον μετασχηματισμό φυσιολογικού βλεννογόνου του παχέος εντέρου σε 
αδενοκαρκίνωμα (Yamagishi, 2016). Είναι σύνθετη και ετερογενής ασθένεια που 
περιλαμβάνει πολλά σηματοδοτικά μονοπάτια (Kosmidou, 2014). 
 
1.2.2 Ιστολογία παχέος εντέρου 
Το παχύ έντερο αποτελεί τμήμα του γαστρεντερικού σωλήνα και το τοίχωμά του 
αποτελείται από 4 χιτώνες, οι οποίοι είναι (Fedoruk, 2014): 
 
 ο βλεννογόνος που αποτελείται από επιθηλιακά κύτταρα, από τα οποία ξεκινούν 
τουλάχιστον 90% των καρκινωμάτων του παχέος εντέρου και του ορθού (Fleming, 
2012). 
 Ο υποβλεννογόνιος χιτώνας που αποτελείται από χαλαρό συνδετικό ιστό με αιμοφόρα 
αγγεία και νευρικές ίνες 
 ο μυϊκός χιτώνας που αποτελείται από την εσωτερική και την εξωτερική στιβάδα 
 ο ορογόνος χιτώνας 
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Εικόνα 1: Ιστολογία του παχέος εντέρου (cancer.org) 
 
1.2.3 Κατηγορίες CRC 
Ο καρκίνος του παχέος εντέρου (ΚΠΕ) με βάση την προέλευση και τη μορφή έκφρασής 
του διακρίνεται σε 3 κατηγορίες: α) τον σποραδικό, ο οποίος προκύπτει σε άτομα που δεν 
έχουν γενετική προδιάθεση ούτε οικογενειακό ιστορικό για καρκίνο του παχέος εντέρου 
και αποτελεί το 60-80% των περιπτώσεων ΚΠΕ, β) τον οικογενή, για τον οποίο δεν έχει 
βρεθεί κάποιο υπεύθυνο γονίδιο και υπάρχει η υπόθεση ότι προκαλείται από συνδυασμό 
περιβαλλοντικών και γενετικών παραγόντων και αποτελεί το 20-40% των περιπτώσεων, 
και γ) τον κληρονομικό με δύο γονίδια, τα οποία ξεχωρίζουν μεταξύ τους από την 
πρόκληση εμφάνισης αδενωματώδους πολυποδίασης. Το ένα είναι το γονίδιο APC που 
προκαλεί οικογενή αδενωματώδη πολυποδίαση (FAP) και χαρακτηρίζεται από την 
εμφάνιση πολλαπλών πολυπόδων, και το άλλο είναι το γονίδιο που είναι υπεύθυνο για τον 
κληρονομικό μη πολυποδιακό καρκίνο του παχέος εντέρου (HNPCC) ή σύνδρομο 
Lynch.Το σύνδρομο Lynch σχετίζεται με μεταλλάξεις σε τουλάχιστον 4 γονίδια: MLH1, 
MSH2, MSH6 και PMS2. Η κληρονομική μορφή του καρκίνου του παχέος εντέρου 
αποτελεί το 5% των περιπτώσεων του καρκίνου του παχέος εντέρου. (Arvelo, 2015; 
Nallamilli, 2017) 
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1.2.4 Στάδια εξέλιξης CRC 
Υπάρχουν 2 συστήματα σταδιοποίησης του καρκίνου του παχέος εντέρου, το σύστημα 
ταξινόμησης Duke και το σύστημα TNM. Σύμφωνα με το σύστημα του Duke που 
προτάθηκε το 1932, στο Α στάδιο ο όγκος περιορίζεται στο εντερικό τοίχωμα, στο Β ο 
όγκος ξεπερνά το εντερικό τοίχωμα, στο Γ παρατηρείται διήθηση σε λεμφαδένες και στο Δ 
παρατηρείται μακρινή μετάσταση. Πλέον χρησιμοποιείται το TNM 
(Tumors/Nodes/Metastasis) σύστημα, το οποίο θεωρείται πιο ακριβές από το σύστημα 
Dukes. Σύμφωνα με το TNM, στο στάδιο 0 υπάρχει καρκίνωμα in situ, δηλαδή το 
καρκίνωμα δεν έχει επεκταθεί πέραν του βλεννογόνου, στο στάδιο Ι επεκτείνεται στον 
υποβλεννογόνιο χιτώνα, στο ΙΙ περνάει στον υποορογόνο χιτώνα, στο ΙΙΙ γίνεται διήθηση 
σε λεμφαδένες και στο IVγίνεται μετάσταση. Κάθε στάδιο υπόκειται σε επιμέρους 
σταδιοποίηση (a,b,c), έτσι ώστε να είναι περισσότερο περιγραφικό και ακριβές (Sameer, 
2013). 
 
 
Εικόνα 2: Σταδιοποίηση και ποσοστά επιβίωσης του καρκίνου του παχέος εντέρου 
(Sameer, 2013) 
 
1.2.5 Μοριακή και γενετική βάση του καρκίνου του παχέος εντέρου 
Ο καρκίνος του παχέος εντέρου είναι πολυσταδιακή ασθένεια. Εξελίσσεται από 
φυσιολογικό επιθήλιο στο ενδιάμεσο προκαρκινικό στάδιο, το αδένωμα, και μετά σε 
καρκίνωμα, το οποίο μπορεί να εισβάλει σε γειτονικούς ιστούς και να προκαλέσει 
μετάσταση (Carvalho, 2012). 
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Σύμφωνα με το μοντέλο που προτάθηκε από τους Fearon και Vogelstein το 1990, όγκοι 
του παχέος εντέρου μπορεί να προκύψουν από μεταλλάξεις που ενεργοποιούν ογκογονίδια 
σε συνδυασμό με μεταλλάξεις που απενεργοποιούν ογκοκατασταλτικά γονίδια. Επίσης 
κακοήθεις όγκοι είναι αποτέλεσμα μεταλλάξεων σε τουλάχιστον 4 ή 5 γονίδια και 
περισσότερο σημαντική για τις βιολογικές ιδιότητες του όγκου είναι η συσσώρευση 
μεταλλάξεων από τη σειρά με την οποία προκύπτουν (Fearon and Vogelstein, 1990). 
Κάποιοι μηχανισμοί με τους οποίους μπορεί να αναπτυχθεί καρκίνος του παχέος εντέρου 
είναι οι εξής: 
I. Γενωμική αστάθεια, στη μορφή χρωμοσωμικής αστάθειας, βλαβών σε μηχανισμούς 
επιδιόρθωσης DNA, μικροδορυφορικής αστάθειας, επιγενετικής σίγασης γονιδίων με 
ανώμαλη μεθυλίωση του DNA.  
II. Αδρανοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων, όπως είναι τα γονίδια APC και P53. 
Αυτό έχει ως αποτέλεσμα στην περίπτωση του APC τη συνεχή και ακατάλληλη 
ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού Wnt και στην περίπτωση του p53 
αδρανοποιείται το μονοπάτι P53∙ συχνά αυτή η μετάλλαξη συμπίπτει με τη μετατροπή 
μεγάλων αδενωμάτων σε διηθητικά καρκινώματα.  
III. Ενεργοποίηση ογκογονιδίων, όπως το KRAS και το BRAF, τα οποία ενεργοποιούν το 
μονοπάτι των MAP κινασών και το PIK3CA που κωδικοποιεί την καταλυτική 
υπομονάδα της  PI3K (Markowitz and Bertagnolli, 2009). 
 
 
 
    Εικόνα 3: Η ακολουθία αδένωμα προς καρκίνωμα.(Chung-Faye, 2000) 
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1.3 Μονοπάτια  
 
1.3.1 Μονοπάτι MAP κινασών 
Ο καταρράκτης των κινασών ενεργοποιούμενων από μιτογόνα (MAPK) είναι σημαντικός 
για την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων, και για την αντίσταση σε θεραπευτικές 
αγωγές (Burotto,2014). Κάθε μονοπάτι MAPK περιλαμβάνει μία MAPK κινάση κινάση 
(MAPKKK), μία MAPK κινάση (MAPKK) και μία MAPK. Η MAPKKK ενεργοποιείται 
μέσω φωσφορυλίωσης και/ή μέσω αλληλεπίδρασης με μικρές G πρωτεΐνες ως απόκριση σε 
εξωκυτταρικό ερέθισμα, και είναι κινάση ser/thr. Ενεργοποιεί μέσω φωσφορυλίωσης την 
MAPK κινάση, η οποία είναι πρωτεϊνική κινάση διπλής εξειδίκευσης και η MAPKK 
ενεργοποιεί την MAPK φωσφορυλιώνοντάς τη σε κατάλοιπα τυροσίνης και θρεονίνης 
(Cargnello,2011). Η MAPK είναι κινάση ser/thr και φωσφορυλιώνει κυτταροπλασματικές 
πρωτεΐνες, κινάσες, φωσφατάσες και μεταγραφικούς παράγοντες (Doma, 2013). 
Σημαντικά μονοπάτια MAP κινασών είναι το μονοπάτι ERK1/2, ERK5, JNKκαι p38, που 
ονομάζονται σύμφωνα με την MAPK τους (Slattery, 2012, Cargnello,2011) 
 
Εικόνα 4: Μονοπάτια MAPK στα θηλαστικά (Thermofisher, MAPK cell signaling 
pathway) 
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1.3.2 Μονοπάτι EGFR-RAS-RAF-MEK-ERK 
 
Α. Ενεργοποίηση EGFR 
Το μονοπάτι EGFR-RAS-RAF-MEK-ERK των MAP κινασών παίζει σημαντικό ρόλο στον 
καρκίνο του παχέος εντέρου, καθώς μεταλλάξεις σε πρωτεΐνες του συμβάλλουν στην 
καρκινογένεση αυτού του τύπου. Ο υποδοχέας επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGFR) 
είναι υποδοχέας κινάσης τυροσίνης (RTK) μεγέθους 170 kDa, και ανήκει στην οικογένεια 
υποδοχέων της κυτταρικής μεμβράνης ErbB (Krasinskas, 2011). Πιθανοί προσδέτες του 
EGFR είναι ο EGF ή TGF-a  (Sasaski,2013) 
Β. Ενεργοποίηση RAS 
Αρχικά δεσμεύεται ο προσδέτης στον EGFR, με αποτέλεσμα τον διμερισμό του υποδοχέα 
και την ενεργοποίηση της περιοχής κινάσης τυροσίνης, την οποία ακολουθεί η 
αυτοφωσφορυλίωση καταλοίπων τυροσίνης του υποδοχέα. Στη συνέχεια σχηματίζεται 
σύμπλοκο πρωτεϊνών που αποτελείται από την πρωτεΐνη προσαρμογής  GRB2, η οποία 
προσδένεται στα φωσφορυλιωμένα κατάλοιπα τυροσίνης του υποδοχέα μέσω της SH2 
περιοχής της, και από τον παράγοντα ανταλλαγής νουκλεοτιδίων γουανίνης (GEF) SOS 
που προσδένεται στην GRB2 (Krasinskas, 2011). Ο SOS, αφού σχηματίσει το σύμπλοκο, 
ενεργοποιεί την ανταλλαγή του GDPπου είναι δεσμευμένο στη RAS πρωτεΐνη με GTP, με 
σκοπό τη θετική ρύθμιση της δραστηριότητας της RAS (Cargnello, 2011). 
Γ. Ενεργοποίηση RAF 
Με την ανταλλαγή GDP με GTP, ενεργοποιείται η μικρή G πρωτεΐνη RAS, η οποία δρα  
ως μοριακός διακόπτης on/off για το μονοπάτι του EGFR (Karoulia,2017). Η 
υποοικογένεια των πρωτεϊνών RAS αποτελείται από τρία μέλη μοριακού μεγέθους 21kDa, 
τα HRAS, NRAS, KRAS4A και KRAS4B, τα  οποία κωδικοποιούνται από τρία πρωτο-
ογκογονίδια∙ οι υπότυποι KRAS4A και KRAS4B προκύπτουν από εναλλακτικό μάτισμα 
του μεταγράφου του γονίδιου KRAS (Prior, 2012; Li, 2016). 
Όταν ενεργοποιηθεί η RAS, η RAF (MAPKKK) μεταφέρεται από το κυτοσόλιο στην 
πλασματική μεμβράνη και σχηματίζει σύμπλοκο με το RAS-GTP. Εκεί η RAF 
φωσφορυλιώνεται και διμερίζεται έτσι ώστε να ενεργοποιηθεί πλήρως (Karoulia, 2017). 
Δ. Ενεργοποίηση MEKκαι ERK 
Οι πρωτεΐνες RAF είναι κινάσες ser/thr και τα μέλη της οικογένειας RAF είναι η c-RAF ή 
RAF-1, η A-RAF και η B-RAF (Li, 2016).Οι κινάσες RAF φωσφορυλιώνουν και 
ενεργοποιούν τις κινάσες MEK (MAPKK) (Roberts, 2007).Οι κινάσες MEK 1 (45 kDa) 
και MEK2 (46 kDa) είναι κινάσες διπλής εξειδίκευσης για τυροσίνη και σερίνη/θρεονίνη, 
και φωσφορυλιώνουν τις MAPK ERK1 (44 kDa) και ERK2 (42 kDa) σε κατάλοιπα 
18 
 
θρεονίνης και τυροσίνης σε μία συντηρημένη περιοχή Thr-X-Tyr (Cargnello, 2011).Οι 
ERK1 και ERK2 είναι κινάσες ser/thr και όταν ενεργοποιηθούν μέσω φωσφορυλίωσης 
μεγάλο μέρος τους μεταφέρεται από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα, ενώ έχουν στόχους  
κυτταροπλασματικούς και πυρηνικούς. Αυτοί μπορεί να είναι κινάσες, φωσφατάσες, 
μεταγραφικοί παράγοντες και μπορούν να ρυθμίσουν κυτταρικό πολλαπλασιασμό, 
διαφοροποίηση ή επιβίωση, ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο (Wortzel,2011 
;Cargnello,2011; Dhillon, 2007). 
 
1.3.3 Μονοπάτι RAS-RAF-MEK-ERK στον καρκίνο του παχέος εντέρου (ΚΠΕ) 
Το μονοπάτι του EGFR ρυθμίζει κυτταρικές λειτουργίες, οι οποίες σε περίπτωση 
απορρύθμισής του μπορεί να οδηγήσουν στην ανάπτυξη νεοπλασιών. Η απορρύθμιση 
μπορεί να επιτευχθεί μέσω γονιδιακών μεταλλάξεων (RAS, RAF), γονιδιακής ενίσχυσης 
και υπερέκφρασης πρωτεϊνών, και μέλη του μονοπατιού EGFR-KRAS-BRAF-MEK-
ERKαποτελούν συγκεκριμένους στόχους για θεραπευτική παρέμβαση (Krasinskas,2011). 
Α. EGFR 
Σε φυσιολογικούς ιστούς υπάρχει στενή ρύθμιση των προσδετών του EGFR, ενώ στον 
καρκίνο είτε υπάρχει διαρκής παροχή προσδετών του EGFR είτε υπάρχει μετάλλαξη στον 
EGFR,η οποία ‘κλειδώνει’ τον υποδοχέα σε κατάσταση συνεχούς ενεργοποίησης (Sasaki, 
2013). 
Στον καρκίνο του παχέος εντέρου το γονίδιο του EGFR υπερεκφράζεται και η έκφρασή 
του έχει συνδεθεί με κακή πρόγνωση και μειωμένη επιβίωση σε ασθενείς με μεταστατικό 
ΚΠΕ. Τα μονοκλωνικά αντισώματα panitumumab και cetuximab χρησιμοποιούνται ως 
anti-EGFRφάρμακα σε μεταστατικό ΚΠΕ (Qiu, 2018). 
Β. RAS 
Τα RAS είναι τα πρώτα ογκογονίδια που ανακαλύφθηκαν, αλλά και τα συχνότερα 
μεταλλαγμένα στον καρκίνο, καθώς περίπου το 30% των συνολικών όγκων και το 50% 
των όγκων του παχέος εντέρου φέρει μετάλλαξη σε γονίδιο RAS. Οι μεταλλαγμένες 
πρωτεΐνες RAS που προκύπτουν δεν μπορούν να απενεργοποιηθούν από GAP, με 
αποτέλεσμα να παραμένουν ενεργοποιημένες μέσω του GTP και να προκαλούν συνεχή, 
ανεξάρτητη από ερέθισμα, ενεργοποίηση του καταρράκτη RAF-MEK-ERK (Hunter, 2015; 
Roberts, 2007). Στους περισσότερους τύπους καρκίνου που χαρακτηρίζονται από RAS 
μεταλλάξεις κυριαρχεί η μετάλλαξη μίας ισομορφής RAS, υποδηλώνοντας την ύπαρξη 
ιστοειδικών ρόλων των ισομορφών στην πρόκληση καρκινογένεσης. Η KRAS είναι 
μεταλλαγμένη στους στέρεους όγκους (παγκρέατος, πνεύμονα, παχέος εντέρου) πολύ πιο 
συχνά από την NRAS, ενώ η NRAS είναι μεταλλαγμένη πιο συχνά σε κάποιους 
αιματολογικούς (λέμφωμα Hodgkin). Η HRAS είναι πιο συχνά μεταλλαγμένη στα 
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καρκινώματα πλακωδών κυττάρων κεφαλής και τραχήλου (Oikonomou, 2014; Hobbs, 
2016). 
 
Εικόνα 5: Ενεργοποίηση του μονοπατιού RAS-RAF-MEK-ERK μέσω ογκογονιδίου 
(Roberts,2007) 
Γ. KRAS 
Η πρωτεΐνη Kirsten Rat Sarcoma (KRAS) είναι GTPάση και φέρει μετάλλαξη στο 24-50% 
των όγκων του παχέος εντέρου, ανάλογα με τη μελέτη και την πηγή των δειγμάτων 
(Kosmidou, 2014). Σχεδόν όλες οι ενεργοποιητικές μεταλλάξεις του KRAS  βρίσκονται στο 
κωδικόνιο 12 (wild type GGT) και 13 (wild type GGC) του εξωνίου 2, είναι σημειακές και 
οδηγούν στην αντικατάσταση ενός αμινοξέος. Οι πιο συχνές μεταλλάξεις του κωδικονίου 
12 είναι η μετάπτωση από γουανίνη σε αδενίνη (GGT→ GAT) που είχε ως αποτέλεσμα 
την αντικατάσταση γλυκίνης από ασπαραγινικό οξύ  (G12D), και η μεταστροφή από 
γουανίνη σε θυμίνη (GGT→ GTT) που οδήγησε στην αντικατάσταση γλυκίνης από βαλίνη 
(G12V). Η κύρια μετάλλαξη του κωδικονίου 13 είναι η μετάπτωση από γουανίνη σε 
αδενίνη (GGC→ GAC) και η αντικατάσταση από γλυκίνη σε ασπαραγινικό οξύ (G13D). 
Σπάνια βρίσκονται μεταλλάξεις και στο κωδικόνιο 61 του εξωνίου 3 και στο κωδικόνιο 
146 του εξωνίου 4 (Dadduzio,2015; Oikonomou, 2014). 
Οι μεταλλάξεις στην KRAS είναι οδηγοί μεταλλάξεις (driver mutations), καθώς 
συμβαίνουν σε πολύ αρχικό στάδιο στον μετασχηματισμό φυσιολογικού ιστού σε 
καρκίνωμα (Oikonomou, 2014). Είναι γενικά αποδεκτό ότι στο στάδιο II και III δεν έχει 
σημαντική προγνωστική αξία η παρουσία/απουσία μετάλλαξης της KRAS, και υπάρχουν 
αμφιλεγόμενα στοιχεία για την προγνωστική αξία των συγκεκριμένων μεταλλάξεων του 
γονιδίου KRAS (Oikonomou, 2014) 
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Δ. RAF 
Οι RAS αποτελούν πολύ δύσκολο θεραπευτικό στόχο, για αυτό τον λόγο στοχεύονται 
κυρίως οι RAF, MEK και ERK (Karoulia,2017). Η BRAF βρίσκεται μεταλλαγμένη σε 
πολλούς καρκίνους, όπως στο παχύ έντερο κατά 10% και στο μελάνωμα, και η κύρια 
μετάλλαξή της είναι η V600E, ενώ υπάρχει και η V600K. Οι μεταλλάξεις στην BRAF 
θεωρούνται και αυτές οδηγοί μεταλλάξεις (Oikonomou, 2014). Οι μεταλλάξεις στην KRAS 
και BRAF θεωρούνται αλληλοαποκλειόμενες, πιθανώς διότι η ύπαρξη και της δεύτερης 
μετάλλαξης δεν προσφέρει στο κύτταρο κάποιο πλεονέκτημα, αφού και οι δύο μεταλλάξεις 
ενεργοποιούν τον καταρράκτη ERK-MAPK, υπάρχει η υπόθεση ότι παρέχουν στο κύτταρο 
πλεονάζοντα ογκογονικά ερεθίσματα (Morkel,2015). 
 
1.3.4 Φαρμακοανταπόκριση στον  ΚΠΕ 
Η μεταλλαγμένη KRAS προκαλεί συνεχή ενεργοποίηση του μονοπατιού RAF-MEK-ERK, 
και επειδή η μετάλλαξη συμβαίνει καθοδικά του EGFR, οι anti-EGFR θεραπείες δεν είναι 
αποτελεσματικές. Πλέον, η εξέταση για την παρουσία/απουσία  μετάλλαξης στη KRAS 
είναι απαραίτητη πριν χορηγηθεί anti-EGFR θεραπεία (Oikonomou,2014; Macedo,2017). 
Ο καρκίνος του παχέος εντέρου χαρακτηρίζεται από ετερογένεια, σε ένα κομμάτι ιστού 
υπάρχει η πιθανότητα να υπάρχει διαφορετική μετάλλαξη στο γονίδιο KRAS στο κέντρο 
του όγκου και διαφορετική στην περιφέρεια. Έτσι, όγκοι που φαίνονται ιστολογικά 
παρόμοιοι μπορεί να έχουν διαφορετική πρόγνωση και να μην ανταποκρίνονται στις ίδιες 
θεραπευτικές αγωγές. Η ετερογένεια μπορεί να περιορίσει τα τεστ μοριακής διάγνωσης και 
τις στοχευμένες θεραπείες, αφού ένας υποπληθυσμός καρκινικών κυττάρων με 
διαφορετική μετάλλαξη από αυτή που στοχεύεται ή wt μπορεί να εμφανίσει αντίσταση στη 
θεραπευτική αγωγή. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την υπερανάπτυξη του υποπληθυσμού μετά 
το τέλος της θεραπείας (Kosmidou,2014). 
 
1.4 Απόπτωση 
1.4.1.Γενικά στοιχεία για την απόπτωση 
Η απόπτωση, ή διαδικασία προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, γενικότερα 
χαρακτηρίζεται από διακριτά μορφολογικά χαρακτηριστικά και ενεργειακά εξαρτώμενους 
βιοχημικούς μηχανισμούς (Elmore,2007). Οι μορφολογικές αλλαγές που συμβαίνουν στο 
κύτταρο κατά την απόπτωση περιλαμβάνουν συμπύκνωση χρωματίνης και πυρηνικό 
κατακερματισμό, καθώς και σχηματισμό αποπτωτικών σωματίων (Mariño, 2014). Η 
απόπτωση συμβαίνει φυσιολογικά κατά την ανάπτυξη και τη γήρανση, όπου δρα ως 
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ομοιοστατικός μηχανισμός ώστε να διατηρηθεί ο κυτταρικός πληθυσμός, αλλά 
ενεργοποιείται και ως απόκριση σε κυτταρικό στρες ή τραυματισμό. Ακόμη, υπάρχουν 
πολλά αποπτωτικά σήματα, δεν οδηγούνται όμως σε απόπτωση όλα τα κύτταρα από το ίδιο 
ερέθισμα (Ashkenazi 2008; Elmore 2007). 
Η απόπτωση παίζει σημαντικό ρόλο σε πολλές ασθένειες, είτε επειδή γίνεται υπερβολική 
απόπτωση, όπως σε εκφυλιστικά νοσήματα, είτε επειδή γίνεται σε πολύ μικρό βαθμό, όπως 
στον καρκίνο. Για τον λόγο αυτό τα μονοπάτια της απόπτωσης αποτελούν στόχο 
αντικαρκινικών φαρμάκων. Ο μηχανισμός της απόπτωσης περιλαμβάνει πολλά μονοπάτια, 
σε κάθε βήμα των οποίων μπορεί να συμβεί μετάλλαξη, με αποτέλεσμα τον 
μετασχηματισμό φυσιολογικών κυττάρων σε καρκινικά, τη μετάσταση του όγκου και την 
ανάπτυξη αντίστασης σε αντικαρκινικά φάρμακα (Wong, 2011). Υπάρχουν δύο μονοπάτια 
που οδηγούν στην απόπτωση, το εξωτερικό (μονοπάτι υποδοχέων θανάτου) που ξεκινά με 
την πρόσδεση μορίων στους προ-αποπτωτικούς υποδοχείς θανάτου στην κυτταρική 
μεμβράνη, και το εσωτερικό (μιτοχονδριακό μονοπάτι) που μπορεί να ενεργοποιηθεί ως 
απόκριση σε ενδοκυτταρικά στρες, ελέγχεται από την οικογένεια πρωτεϊνών BCL-2 και 
εκτελείται μέσω της διαπερατότητας της εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης (MOMP) 
(Ashkenazi 2008; Kalkavan 2018). 
 
1.4.2.Εξωγενές μονοπάτι  
Τα εξωγενή μονοπάτια ξεκινούν μέσω ενεργοποίησης προ-αποπτωτικών διαμεμβρανικών 
υποδοχέων, των υποδοχέων θανάτου. Οι υποδοχείς θανάτου (death receptors) είναι 
υποκατηγορία της υπεροικογένειας των TNFR (υποδοχείς του παράγοντα νέκρωσης 
όγκων). Μέλη της οικογένειας  των TNFR μοιράζονται 2-4 παρόμοιες εξωκυτταρικές 
επικράτειες που είναι πλούσιες σε κυστεΐνες, και μία κυτταροπλασματική επικράτεια 
περίπου 80 αμινοξέων, που ονομάζεται επικράτεια θανάτου (death domain, DD). Έχουν 
αναγνωριστεί 6 υποδοχείς θανάτου που μπορούν να επηρεάσουν την απόπτωση άμεσα ή 
έμμεσα: TNFR1, Fas (CD95), DR3 (Apo3), DR4 (Apo2/TRAILR1), DR5 (TRAILR2) και 
DR6 (Ashkenazi,2008; Elmore, 2007; Walczak, 2013).Οι Fas, DR4 και DR5 ρυθμίζουν 
κυρίως την απόπτωση, σε περιπτώσεις που δεν είναι δυνατή η απόπτωση ενεργοποιούν 
εναλλακτικά σηματοδοτικά μονοπάτια, όπως το μονοπάτι JNK/c-Jun (Nair, 2014). 
Οι προσδέτες των υποδοχέων θανάτου είναι ο TNF-α για τον TNFR1, ο FasL για τον Fas 
και το TRAIL (Apo2L) για τους DR4 και DR5. Για να προστατευτούν τα κύτταρα από 
ανεπιθύμητο θάνατο υπάρχουν υποδοχείς-δολώματα (decoy receptors), οι οποίοι έχουν 
λειτουργική εξωκυτταρική περιοχή σύνδεσης του προσδέτη, αλλά δεν προκαλούν 
ενεργοποίηση του εξωγενούς μονοπατιού. Υπάρχουν 3 υποδοχείς δολώματα, ο DcR1 και 
DcR2 που είναι υποδοχείς του TRAIL και ο DcR3 που είναι υποδοχέας του Fas. O DcR1 
δεν έχει DD, ο DcR2 έχει αναποτελεσματική DD και η υπερέκφραση του DcR3 προκαλεί 
αναστολή αποπτωτικού θανάτου από Fas (Kumar,2005). Οι υποδοχείς-δολώματα 
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προστατεύουν το κύτταρο από ανεπιθύμητη απόπτωση σε κάποιες περιπτώσεις, όμως 
συνεισφέρουν στη μειωμένη απόπτωση που συμβαίνει κατά την καρκινογένεση. 
Η πρόσδεση στους υποδοχείς προκαλεί τον σχηματισμό θέσης δέσμευσης στην DD του 
υποδοχέα, στην οποία μπορούν να προσδεθούν πρωτεΐνες προσαρμογής που περιέχουν 
DD.  Η πρόσδεση του FasL στον υποδοχέα Fasκαι του TRAIL στους DR4 και DR5 
προκαλεί την πρόσδεση της πρωτεΐνης προσαρμογής FADD (Fas-associated death 
domain), και η πρόσδεση του TNF-α στον TNFR1 έχει ως αποτέλεσμα την πρόσδεση της 
TRADD ( TNF receptor-associated death domain), της FADD και της RIPK (Receptor-
Interacting serine-threonine kinase). Το πρωτεϊνικό σύμπλοκο προσδέτη-υποδοχέα-
πρωτεϊνών προσαρμογέων (adaptor protein) είναι γνωστό ως το σηματοδοτικό σύμπλοκο 
πρόκλησης θανάτου (DISC). Το σύμπλοκο DISC ενεργοποιεί τις προ-κασπάσες 8 (FLICE) 
και 10 ώστε να μετατραπούν σε κασπάσες 8 και 10, και οι κασπάσες στη συνέχεια 
ενεργοποιούν τις κασπάσες-τελεστές 3,6 και 7, οδηγώντας την κυτταρική αποικοδόμηση 
στο τελικό στάδιο της απόπτωσης. Η απόπτωση μπορεί να ανασταλεί μέσω της πρωτεΐνης 
c-FLIP (cellular FLICE inhibitory protein), η οποία προσδένεται στη FADD και στην 
κασπάση 8 και τις αδρανοποιεί (Wong,2011; Mukhopadhyay, 2014; Mariño,2014; Elmore, 
2007; Nair,2014). 
 
      Εικόνα 6: Πρωτεΐνες οικογένειας BCL-2 και οι λειτουργίες τους (Baig, 2016) 
1.4.3.Ενδογενές μονοπάτι  
Το ενδογενές μιτοχονδριακό μονοπάτι ενεργοποιείται από υποξία, οξειδωτικό στρες και 
γενετικές βλάβες. Μετά από το ερέθισμα ενεργοποίησης η οικογένεια πρωτεϊνών BCL-2 
καθορίζει το μέλλον του κυττάρου. Έχουν ταυτοποιηθεί 25 γονίδια που κωδικοποιούν 
πρωτεΐνες της οικογένειας BCL-2 και το πρώτο γονίδιο που ανακαλύφθηκε είναι αυτό που 
κωδικοποιεί την πρωτεΐνη BCL-2 (B cell lymphoma 2) (Wong, 2011). Οι πρωτεΐνες της 
οικογένειας BCL-2 χωρίζονται σε προ-αποπτωτικές και αντι-αποπτωτικές, oι αντι-
αποπτωτικές  διαθέτουν συντηρημένες αμφιπαθείς περιοχές α-έλικας ομόλογες με την 
BCL-2 (BH 1-4) και είναι οι BCL-2, BCL-XL, BCL-W, BFL-1 ΚΑΙ MCL1. Οι προ-
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αποπτωτικές χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, υπάρχουν οι αντι-αποπτωτικές BH 1-3 με 3 
περιοχές ομόλογες με την BCL-2, στις οποίες ανήκουν οι BAX, BAK και BOK, και οι 
αντι-αποπτωτικές BH3-only με μία ομόλογη περιοχή στις οποίες ανήκουν οι BIM, BID, 
BAD, BIK,PUMA και NOXA (Baig, 2016). 
Σε φυσιολογικά κύτταρα η BAX βρίσκεται κυρίως στο κυτοσόλιο και η BAK είναι 
προσδεδεμένη στη μιτοχονδριακή μεμβράνη. Οι ενεργοποιές προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες 
BIM και tBID ενεργοποιούν τις πρωτεΐνες τελεστές BAK και BAX αντίστοιχα, ώστε αυτές 
να μεταφερθούν στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, να ολιγομεριστούν και να 
σχηματίσουν πόρους στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη. Οι αντι-αποπτωτικές 
πρωτεΐνες της οικογένειας BCL-2 για να αποτρέψουν την απόπτωση είτε προσδένονται 
στις ενεργοποιές πρωτεΐνες για να αναστείλουν τη δράση τους, είτε προσδένονται στις 
BAX και BAK για να εμποδίσουν τον ολιγομερισμό τους. Οι ευαισθητοποιές προ-
αποπτωτικές πρωτεΐνες Bad, Bik, NOXA και Puma προσδένονται σε αντι-αποπτωτικές 
πρωτεΐνες και δεν τους επιτρέπουν να δεσμεύσουν προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες, 
προωθώντας έτσι εμμέσως την απόπτωση. Ακόμη, οι ευαισθητοποιές πρωτεΐνες μπορούν 
να πάρουν τη θέση πρωτεϊνών BAXή BAK που είναι δεσμευμένες από αντι-αποπτωτικές 
πρωτεΐνες. Η αλληλεπίδραση μεταξύ προ-αποπτωτικών και αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών 
επιτυγχάνεται μέσω πρόσδεσης του υδρόφοβου άκρου της BH3 περιοχής των προ-
αποπτωτικών πρωτεϊνών στην υδρόφοβη αύλακα που σχηματίζουν οι BH1, BH2 και BH3 
περιοχές των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών (Montero, 2018). 
Με την αύξηση της MOMP γίνεται δυνατή η απελευθέρωση προ-αποπτωτικών μορίων από 
το μιτοχόνδριο στο κυτταρόπλασμα, όπως του κυτοχρώματος c, της Smac/DIABLO και 
του AIF (Apoptosis Inducing Factor). Το κυτόχρωμα c φυσιολογικά βρίσκεται μεταξύ της 
εσωτερικής και εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης, και όταν περάσει στο 
κυτταρόπλασμα προκαλεί τον σχηματισμό του αποπτοσώματος που αποτελείται από το 
κυτόχρωμα c, τον Apaf-1 (Apoptotic protease-activating factor-1), dATP και την προ-
κασπάση 9, η οποία μετατρέπεται σε κασπάση 9 και ενεργοποιεί τις κασπάσες τελεστές 3, 
6 και 7. Η πρωτεΐνη Smac (Second mitochondria-derived activator of caspase) ή DIABLO 
(Direct inhibitor of apoptosis-Binding protein with lOw pI) αφού απελευθερωθεί στο 
κυτταρόπλασμα προσδένεται στις πρωτεΐνες IAPs (Inhibitors of apoptosis) και δεν 
επιτρέπει την ανασταλτική τους επίδραση στις κασπάσες (Ashkenazi 2008; Martinez-
Ruiz,2008; Weinberg, 2007). 
1.4.4.Αλληλεπίδραση μεταξύ εξωγενούς και ενδογενούς μονοπατιού απόπτωσης  
Αρχικά, και τα δύο μονοπάτια μπορούν να ενεργοποιηθούν από την ογκοκατασταλτική 
πρωτεΐνη p53, στον πυρήνα η p53 προκαλεί αύξηση της έκφρασης των υποδοχέων του Fasl 
και του TRAILκαι στο κυτταρόπλασμα προκαλεί αύξηση της έκφρασης προ-αποπτωτικών 
πρωτεϊνών, όπως της PUMA, BAX, BID και NOXA (Mukhopadhyay, 2014). 
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Ακόμη, η κασπάση 8 που ενεργοποιείται στο εξωγενές μονοπάτι ‘κόβει’ την BH3-only 
προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bid, η οποία μεταφέρεται στο μιτοχόνδριο.H tBID (truncated 
Bid) στο μιτοχόνδριο οδηγεί τη μεταφορά της BAX στην εξωτερική μιτοχονδριακή 
μεμβράνη, ώστε να αυξηθεί η MOMP και να συν-ενεργοποιηθεί το ενδογενές 
μιτοχονδριακό μονοπάτι (Mariño,2014; Billen 2008). 
Τέλος, και τα δύο μονοπάτια καταλήγουν στην κασπάση 3, η οποία ενεργοποιεί τη 
δεοξυριβονουκλεάση που ενεργοποιείται από κασπάσες (caspase-activated 
deoxyribonuclease, CAD), ώστε να γίνει η απόπτωση στον πυρήνα. Επίσης οι κασπάσες 
που ενεργοποιούνται μετά την κασπάση 3 προκαλούν διάσπαση κυτταροσκελετικών 
πρωτεϊνών, πρωτεϊνών επιδιόρθωσής του DNA, καθώς και επηρεάζουν τον κυτταρικό 
κύκλο και πολλά σηματοδοτικά μονοπάτια. Οι  αλλαγές που προκαλούνται από τις 
κασπάσες συνεισφέρουν  συνολικά στις τυπικές μορφολογικές αλλαγές που παρατηρούνται 
κατά την απόπτωση (Wong,2011). 
 
Εικόνα 7: a) Το ενδογενές μιτοχονδριακό μονοπάτι και b) το εξωγενές μονοπάτι 
απόπτωσης (Baig, 2016) 
1.4.5.Απόπτωση στον καρκίνο (Wong,2011; Hassan,2014; Abraha,2016) 
Σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και την εξέλιξη της καρκινογένεσης έχει η αποφυγή της 
απόπτωσης. Οι βλάβες που συμβαίνουν στα μονοπάτια της απόπτωσης επιτρέπουν στα 
νεοπλασματικά κύτταρα να επιβιώνουν πέραν της προβλεπόμενης διάρκειας ζωής τους και 
παρέχουν προστασία από οξειδωτικό στρες και υποξία όσο επεκτείνεται ο όγκος. 
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Οι μηχανισμοί με τους οποίους προκύπτουν μειωμένη απόπτωση ή  αντίσταση στην 
απόπτωση είναι οι εξής: 
1. Διαταραχή της ισορροπίας μεταξύ προ-αποπτωτικών και αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών 
2. Μειωμένη λειτουργία κασπασών 
3. Μειωμένη σηματοδότηση μέσω υποδοχέων θανάτου 
 
1. Η ισορροπία διαταράσσεται μέσω υπερέκφρασης αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών, όπως η 
BCL-2 στον καρκίνο του παχέος εντέρου, μέσω μειωμένης έκφρασης προ-
αποπτωτικών πρωτεϊνών, όπως η BAX, ή μέσω συνδυασμού τους. 
2. Οι κασπάσες που συμμετέχουν στα μονοπάτια της απόπτωσης χωρίζονται σε 2 
κατηγορίες, είναι οι εναρκτήριες 2, 8, 9, και 10 που είναι υπεύθυνες για την έναρξη της 
απόπτωσης, και οι τελεστές 3, 6 και 7 που προκαλούν τη διάσπαση κυτταρικών 
συστατικών κατά την απόπτωση. Η απόπτωση μπορεί να ανασταλεί σε πολλούς τύπους 
καρκίνου μέσω υπερέκφρασης της πρωτεΐνηςc-FLIP που μπλοκάρει την κασπάση 8. 
3. Οι προσδέτες TRAIL και FasL μπορούν να προσδεθούν σε υποδοχείς- δολώματα, οι 
οποίοι δεν περιέχουν επικράτεια θανάτου, άρα δεν ενεργοποιείται το εξωγενές 
μονοπάτι της απόπτωσης. Ακόμη και να ενεργοποιηθεί το εξωγενές μονοπάτι, μπορεί 
να παρατηρηθεί μειωμένη ρύθμιση ή λειτουργία των υποδοχέων, με αποτέλεσμα να 
είναι εξασθενημένη η σηματοδότηση και να μειώνεται η απόπτωση. 
 
1.4.6.Αναστολή απόπτωσης- IAPS 
Οι πρωτεΐνες IAPs (Inhibitors of Apoptosis) είναι ενδογενείς κυττταρικοί αναστολείς 
εναρκτήριων και τελεστών κασπασών. Οι IAPs χαρακτηρίζονται από την  παρουσία 
επικράτειας BIR (Baculovirus IAP Repeat) 70 αμινοξέων, η οποία ρυθμίζει τις 
αλληλεπιδράσεις με τις κασπάσες. Στην οικογένεια των IAPsανήκουν οι NAIP (BIRC1) , 
cIAP1 (BIRC2), cIAP2 (BIRC3), XIAP (BIRC4), Survivin (BIRC5), BRUCE (BIRC6), 
livin (BIRC7) και ILP2 (BIRC8). Οι IAPs περιέχουν 1-3 συντηρημένες περιοχές BIR και η 
αναστολή της δράσης των κασπασών γίνεται με την πρόσδεση των επικρατειών BIR στα 
ενεργά κέντρα των κασπασών, με την προώθηση της αποικοδόμησης των κασπασών και με 
την διατήρηση των κασπασών μακριά από τα υποστρώματά τους (Wong,2011; Silke, 2013; 
Baig,2016). 
 
cIAPs 
Οι cIAP1 και cIAP2 περιέχουν 3 επικράτειες BIR, καθώς και περιοχή πρόσδεσης 
κασπασών CARD και καρβοξυτελική περιοχή RING. Η περιοχή RING έχει δράση Ε3 
λιγάσης ουβικιτίνης, και προκαλεί ουβικιτίνωση στους προσδέτες της. Οι cIAPs 
αναστέλλουν έμμεσα την απόπτωση, ενεργοποιώντας αντι-αποπτωτικά μονοπάτια που 
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ρυθμίζονται από τους μεταγραφικούς παράγοντες NF-Kb ή από τις MAPK (Baig, 2016; 
Silke, 2014; Conti,2015). 
 
1.4.7 MCL1 
Η MCL1 είναι η δεύτερη αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη της οικογένειας BCL-2 που 
ανακαλύφθηκε, μετά την BCL-2. Το γονίδιο της MCL1 εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 1q21 
και αποτελείται από 3 εξώνια. Η πρωτεΐνη MCL1 περιέχει 3 BH περιοχές και το 
διαμεμβρανικό καρβοξυτελικό της άκρο είναι υπεύθυνο για την παραμονή της πρωτεΐνης 
στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη. Στην αμινοτελική περιοχή της πρωτεΐνης 
βρίσκονται δύο αλληλουχίες PEST και έχει εκφραστεί η υπόθεση ότι αυτές ευθύνονται για 
τον μικρό χρόνο ημιζωής της MCL1(Akgul, 2009). Σε μία πληθώρα καρκίνων το γονίδιο 
της MCL1 εμφανίζεται ενισχυμένο και πολλά ογκογονικά μονοπάτια οδηγούν σε αύξηση 
της έκφρασης του γονιδίου μέσω μεταφραστικών και μετα-μεταφραστικών μηχανισμών 
(Kotschy, 2016). 
Η MCL1 ως αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη προσδένεται σε προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες της 
οικογένειας BCL-2 ώστε να προωθήσει την επιβίωση του κυττάρου. Προσδένεται σε 
πρωτεΐνες τελεστές, όπως η BAK στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη ώστε να μην 
σχηματιστούν πόροι στη μεμβράνη και συνεχιστεί το ενδογενές μονοπάτι. Ακόμη 
προσδένεται σε πρωτεΐνες ενεργοποιές και ευαισθητοποιές, όπως η BIM, PUMA, NOXA, 
για να αναστείλει την ενεργοποίηση των πρωτεϊνών τελεστών (Akçay, 2016).  
Σύμφωνα με τη μελέτη των Hockings et al η πρόσδεση της MCL1 στην BAK είναι πιο 
αποτελεσματική και η αποδέσμευση των τελεστών γίνεται δυσκολότερα σε σύγκριση με 
την πρόσδεση της MCL1 σε BH3-only προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες. Μία πιθανή εξήγηση 
είναι ότι η ενεργοποιημένη BAK έχει υψηλή συγγένεια για την MCL1 (Thomas, 2010; 
Hockings, 2018). Η αποδέσμευση της MCL1 από την BAX και BAK πραγματοποιείται 
μέσω της BIK, tBID και NOXA, οι οποίες επιλεκτικά στοχεύουν το ετεροδιμερές 
MCL1/BAK και αντικαθιστούν τη BAK ώστε να ενεργοποιηθεί το ενδογενές μονοπάτι 
απόπτωσης (Akgul, 2009). 
1.4.8 MCL1 ως θεραπευτικός στόχος 
Αν και η MCL1 είναι αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη, η απορρύθμιση των μονοπατιών που 
ρυθμίζουν την έκφρασή της μπορεί να προκαλέσει υπερέκφραση του γονιδίου, με 
αποτέλεσμα να συμβάλλει στην καρκινογένεση. Η αναστολή της MCL1 συχνά επαρκεί για 
να προωθηθεί η απόπτωση, γι’ αυτό αποτελεί πιθανό θεραπευτικό στόχο (Akgul, 2009). 
Για την αναστολή των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών αναπτύσσονται μόρια-αναστολείς των 
αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών, τα BH3 mimetics, τα οποία δεσμεύονται στη θέση 
πρόσδεσης στις αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες και προωθούν την απόπτωση. Ένα BH3 
mimetic είναι το S63845, το οποίο επιλεκτικά προσδένεται στην MCL1, ενώ το BH3 
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mimetic ABT-737 έχει υψηλή συγγένεια για την BCL-2, BCL-XL, BCL-W αλλά δεν 
μπορεί να προσδεθεί στο MCL1 (Delft,2006; Kotschy, 2016) 
 
1.4.9 ΝOXA 
Η NOXA είναι BH3-only προ-αποπτωτική πρωτεΐνη της οικογένειας BCL-2. Η έκφρασή 
της αυξάνεται μέσω του p53 αλλά και μέσω μονοπατιών ανεξάρτητων από το p53, ως 
απόκριση σε γενετικές βλάβες ή υποξία (Albert,2014).Το γονίδιό της στον άνθρωπο 
βρίσκεται στο χρωμόσωμα 18q21 και κωδικοποιεί την πρωτεΐνη με μία BH3 περιοχή για 
να αλληλεπιδρά με τις αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες MCL1 και A1. Ακόμη η NOXA 
περιέχει κατάλοιπα λυσίνης για να είναι δυνατή η ουβικιτίνωσή της, και το καρβοξυτελικό 
της άκρο είναι υπεύθυνο για τον εντοπισμό της πρωτεΐνης στο μιτοχόνδριο (Jansson, 2003; 
Nakajima,2014).  
Η έκφραση και η λειτουργία της Noxa ρυθμίζεται μέσω μεταγραφικών, αλλά και μετα-
μεταφραστικών μηχανισμών. Σε φυσιολογικά κύτταρα και στον καρκίνο η λειτουργία και η 
σταθερότητα της NOXA ρυθμίζεται μέσω μετα-μεταφραστικών μηχανισμών, όπως 
φωσφορυλίωση ή απομόνωση. Οι πρωτεΐνες διατηρούνται ανενεργές μέσω αυτών των 
μηχανισμών, μέχρι να χρειαστεί η λειτουργία τους. Στη λευχαιμία η NOXA 
φωσφορυλιώνεται, με αποτέλεσμα να κατασταλεί  η αποπτωτική ιδιότητά της και να 
προωθήσει την αυτοφαγία. Όταν αποφωσφορυλιωθεί επανακτά την αποπτωτική λειτουργία 
της (Lowman,2010). Στον καρκίνο του μαστού το γονίδιο της NOXA υπόκειται σε 
επιγενετική σίγηση μέσω ακετυλίωσης ιστονών (Torres-Adorno,2017). Και στο μελάνωμα 
το γονίδιο της NOXA υπερεκφράζεται μέσω μεταγραφικού παράγοντα που ενεργοποιείται 
μέσω της σηματοδότησης MEK/ERK, και προκαλεί κυρίως αυτοφαγία (Liu,2014).  
Η NOXA έχει ενδογενή προ-αποπτωτική ικανότητα και ενεργοποιεί τις πρωτεΐνες BAX 
και BAK, ώστε να ενεργοποιηθεί το ενδογενές μονοπάτι της απόπτωσης, ακόμη και 
απουσία των BIM, BID και PUMA (Chen,2015) Ο ρόλος της θεωρείται ότι είναι να 
ευαισθητοποιήσει το κύτταρο στη δράση προ-αποπτωτικών ενεργοποιών και τελεστών 
πρωτεϊνών με το να τις απομακρύνουν από τα σύμπλοκα με τις αντι-αποπτωτικές.  Ακόμη, 
προσδένεται επιλεκτικά στην MCL1 ώστε να προωθήσει την απόπτωση 
(Diallo,2007;Albert,2014). 
Η NOXA εντοπίζεται κυρίως στο μιτοχόνδριο και ρυθμίζει τον εντοπισμό και  τη 
σταθερότητα της MCL1 μέσω αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεϊνών μέσω BH3 περιοχής, 
μέσω μεταφοράς του συμπλόκου NOXA-MCL1 στο μιτοχόνδριο και μέσω ουβικιτίνωσης 
των καταλοίπων της NOXA ώστε να φωσφορυλιωθεί/ουβικιτινωθεί η MCL1.H NOXA 
προσδένεται μέσω της BH3 επικράτειάς της στην MCL1 και οδηγεί την MCL1 σε 
πρωτεασωμική αποικοδόμηση μέσω ουβικιτίνωσης (Nakajima,2014). 
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Η έκφραση της NOXA επίσης καθορίζει την ευαισθησία του κυττάρου στο BH3 mimetic 
ABT-737. Η MCL1 εμφανίζει αντίσταση στο ABT-737, γι’αυτό η NOXA που αδρανοποιεί 
την MCL1 ευαισθητοποιεί το κύτταρο στο ABT-737,και σύμφωνα με τη μελέτη των 
Nakajima et al η μειωμένη έκφραση της NOXA είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή 
απόπτωσης μέσω του ABT-737 (Nakajima,2014; Delft,2006). 
 
 
Εικόνα 8: Η MCL1 και BAK βρίσκονται συνεχώς στην εξωτερική μιτοχονδριακή 
μεμβράνη, η MCL1 δεσμεύει την BAK και τη διατηρεί σε αδρανή μορφή. Εναλλακτικά, η 
MCL1 προσδένεται σε ενεργοποιές BH3-only πρωτεΐνες, όπως τη Bim, και τις αποτρέπει 
από το να ενεργοποιήσουν την BAK. Ευαισθητοποιές BH3-only πρωτεΐνες, όπως η 
NOXA, μπορούν να αναστείλουν τη δέσμευση του BAK, ανταγωνιζόμενες την MCL1 για 
την BH3 περιοχή της BAK. Οι ενεργοποιημένες BAK σχηματίζουν πόρους στην εξωτερική 
μιτοχονδριακή μεμβράνη για την απελευθέρωση κυτοχρώματος c και την ενεργοποίηση 
κασπασών. Παρόμοιοι μηχανισμοί ισχύουν και για τις αλληλεπιδράσεις BAX/MCL1 
(Mojsa,2014). 
 
1.5 Βιοδείκτες  
Οι καρκινικοί δείκτες ή βιοδείκτες χαρακτηρίζονται ως μόρια που υποδηλώνουν την 
παρουσία καρκίνου ή παρέχουν πληροφορίες για την εξέλιξή του ή την ανταπόκριση σε 
θεραπεία (Duffy,2017). Οι πληροφορίες που προσφέρουν οι βιοδείκτες χρησιμοποιούνται 
για την ανάπτυξη εξατομικευμένης θεραπείας (Nalejska,2014). Κάποιες κατηγορίες 
βιοδεικτών είναι οι διαγνωστικοί βιοδείκτες για τη διάγνωση της ασθένειας, οι 
προγνωστικοί για την προβλεπόμενη πορεία της ασθένειας και οι προβλεπτικοί για την 
ανταπόκριση στη θεραπεία (Dumbrava,2018). Είναι δύσκολος ο διαχωρισμός μεταξύ 
προγνωστικού και προβλεπτικού, γιατί ο ίδιος βιοδείκτης μπορεί να είναι καλός 
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προγνωστικός και προβλεπτικός δείκτης. Ένας καλός βιοδείκτης χαρακτηρίζεται από 
ειδικότητα για συγκεκριμένο τύπο καρκίνου και το κατάλληλο επίπεδο ευαισθησίας 
(Nalejska, 2014). 
1.5.1 Βιοδείκτες στο μονοπάτι RAS-RAF-MEK-ERK και στον κληρονομικό ΚΠΕ 
Οι οδηγοί μεταλλάξεις συμβαίνουν σε πολύ αρχικό στάδιο στην καρκινογένεση και 
βρίσκονται σε μεγάλο ποσοστό των καρκινικών κυττάρων.  Η μετάλλαξη στο γονίδιο 
KRAS είναι οδηγός μετάλλαξη, και η παρουσία/απουσία μετάλλαξης είναι προγνωστικός 
δείκτης φαρμακοανταπόκρισης σε anti-EGFR μονοκλωνικά αντισώματα. Η απουσία 
μετάλλαξης  KRAS στο 12ο και 13ο κωδικόνιο έχει θετική προγνωστική αξία. Ακόμη όμως 
και σε ασθενείς με υψηλή έκφραση EGFR όπου δεν υπάρχει μετάλλαξη στο 12ο και 13ο 
κωδικόνιο του KRAS, η φαρμακοανταπόκριση είναι χειρότερη αν υπάρχει μετάλλαξη στο 
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 ή 146ο κωδικόνιο του  KRAS ή BRAFV600E μετάλλαξη. Ακόμη υπάρχει η ετερογένεια 
μέσα στον όγκο, κυτταρικοί υποπληθυσμοί φέρουν διαφορετικές μεταλλάξεις και η 
αναγνώριση και ανάπτυξη βιοδεικτών αποτελεί πρόκληση (Nalejska,2014; 
Dumbrava,2018). Στον κληρονομικό ΚΠΕ η υπερμεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου 
APC είναι διαγνωστικός δείκτης εμφάνισης οικογενούς αδενωματώδης πολυποδίασης 
(Liang,2017). 
 
1.5.2 Αποπτωτικοί βιοδείκτες 
Η απενεργοποίηση του μηχανισμού της απόπτωσης είναι σημαντικό χαρακτηριστικό του 
καρκίνου, και υπάρχει σημαντικό ενδιαφέρον για ανάπτυξη βιοδεικτών που συμμετέχουν 
στον κυτταρικό θάνατο. Στο εξωγενές μονοπάτι υποδοχείς θανάτου και προσδέτες τους 
θεωρούνται πιθανοί βιοδείκτες ,όπως ο υποδοχέας Fas με τον FasL, και οι DR4 και DR5 με 
το TRAIL. Ο προ-αποπτωτικός FasL εμφανίζει κυτταροτοξική δράση απέναντι σε 
καρκινικά κύτταρα, όμως προκαλεί και ηπατοτοξικότητα. Ο TRAIL στοχεύει καρκινικά 
κύτταρα και προκαλεί εντός ορίων κυτταροτοξικότητα σε φυσιολογικά κύτταρα, όμως 
μεγάλος αριθμός καρκίνων αποκτούν αντίσταση στο TRAIL (Devetzi,2016; Abraha, 
2016). Ο υποδοχέας DR5 υπερεκφράζεται σε καρκίνο του παχέος εντέρου, για την 
υπερέκφρασή του μπορεί να ευθύνονται μεταλλάξεις στο μονοπάτι των MAP κινασών, 
όπως στο KRAS και BRAF (Oikonomou, 2009). Η πρωτεΐνη c-FLIP που αναστέλλει την 
κασπάση 8 υπερεκφράζεται σε πολλούς τύπους καρκίνου, συμπεριλαμβανομένου του 
ΚΠΕ, και η υπερέκφρασή της σχετίζεται με εξέλιξη του καρκίνου και/ή κακή πρόγνωση 
(Hassan,2014). Ακόμη γίνονται προσπάθειες να χαρακτηριστούν ως βιοδείκτες οι 
κασπάσες, για παράδειγμα η κασπάση 3, η οποία θεωρείται ότι παίζει σημαντικό ρόλο 
στην απόπτωση κυττάρων στον ΚΠΕ (Li,2014).  
Βιοδείκτες μπορούν να αποτελέσουν και παράγοντες του ενδογενούς μονοπατιού 
απόπτωσης. Οι cIAP1 και cIAP2 προωθούν την εξέλιξη του όγκου και συνεισφέρουν στην 
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αντίσταση σε αντικαρκινικές θεραπείες. Η υπερέκφραση τους συνδέεται με κακή 
πρόγνωση σε διάφορους τύπους καρκίνου και αποτελούν πιθανούς στόχους για 
θεραπευτική παρέμβαση (Silke, 2014). Ακόμη, η αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη MCL1 μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί ως βιοδείκτης, γιατί η υπερέκφρασή της σχετίζεται με την παθογένεση 
καρκίνων όπως το πολλαπλό μυέλωμα, η οξεία μυελογενής λευχαιμία, το μελάνωμα και ο 
ΚΠΕ, καθώς και με κακή πρόγνωση στο μελάνωμα και στον καρκίνο του μαστού. Επίσης, 
η MCL1 εμφανίζει αντίσταση σε αντικαρκινική θεραπεία με το BH3 mimetic, ABT-737 
(Akçay,2016; Liu, 2014; Thomas,2010). Η προ-αποπτωτική πρωτεΐνη NOXA που δεσμεύει 
την MCL1 είναι πιθανός βιοδείκτης, συχνά βρίσκεται υπερεκφρασμένη στο μελάνωμα, το 
οποίο σχετίζεται με την ανάπτυξη και την εξέλιξη του μελανώματος (Liu,2014). Ακόμη, ο 
λόγος της έκφρασης NOXA/MCL1 είναι πιθανός προγνωστικός βιοδείκτης,  διότι σε 
επιθετικό καρκίνο του μαστού ο χαμηλός λόγος NOXA/MCL1 συσχετίστηκε με μειωμένη 
επιβίωση σε σχέση με υψηλό λόγο NOXA/MCL1 (Torres-Adorno,2017). 
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2.Υλικά και μέθοδοι 
 
2.1 Υλικά 
2.1.1.Αντιδραστήρια 
Trizol: Invitrogen, Lifetechnology 
RNaseOUT (Recombinant Ribonuclease Inhibitor): Invitrogen 
5x First Strand Buffer: Invitrogen 
Superscript II Reverse Transcriptase: Invitrogen 
iQ SYBR- Green Supermix: Biorad 
DNTPS για RT-PCR: Promega 
Random primers: Promega 
DTT: Invitrogen 
 
2.1.2.Εκκινητές 
 
GAPDH F: 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’ 
             R: 5’-CATGGGTGGAATCATATTGGAA-3’ 
 
NOXA   F: 5’-TGGAAGTCGAGTGTGTGCTACTCAAC-3’ 
             R: 5’-CAGAAGAGTTTGGATATCAGATTCAGA-3’ 
 
MCL1      F: 5’-GGACATCAAAAACGAAGACG-3’ 
               R: 5’-GCAGCTTTCTTGGTTTATGG-3’ 
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2.2 Μέθοδοι 
Χρησιμοποιήθηκαν 146 δείγματα καρκινικού ιστού και 146 δείγματα φυσιολογικού ιστού 
που αφαιρέθηκαν από ασθενείς με καρκίνο του παχέος εντέρου, τα δείγματα 
προσφέρθηκαν από την Γ’ Χειρουργική Κλινική του Γενικού Νοσοκομείου Αθήνας 
Γεώργιος  Γεννηματάς μετά από μετά από έγκριση του πρωτοκόλλου από την 
Επιστημονική Επιτροπή της Κλινικής. 
2.2.1.Μέθοδοι μελέτης RNA 
Απομόνωση RNA από κύτταρα 
Τα δείγματα μεταφέρονται από την κατάψυξη σε φιαλίδιο με 2 ml Trizol, 
ομογενοποιούνται και το μείγμα χωρίζεται σε 2 eppendorfs.  
Αφήνονται για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και στη  συνέχεια προστίθενται 200μl 
χλωροφόρμιο και αφήνονται πάλι τα eppendorfs σε θερμοκρασία δωματίου για 3-5 λεπτά.  
Μετά φυγοκεντρούνται σε 12.000g για 20 λεπτά και το μείγμα χωρίζεται στην άνω 
διαφανή υδατική φάση που περιέχει το RNA, στην ενδιάμεση φάση και στην κάτω  
οργανική φάση που περιέχει το DNA και πρωτεΐνες. Απομονώνεται η υδατική φάση και 
μεταφέρεται σε καινούριο eppendorf, όπου προστίθεται ποσότητα ισοπροπανόλης ίση με 
την ποσότητα της υδατικής φάσης. 
 Αφήνονται τα δείγματα σε θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά και φυγοκεντρούνται πάλι 
για 20 λεπτά σε 12.000 g μετά τη φυγοκέντρηση το RNA βρίσκεται σε μορφή ιζήματος, 
έτσι αφαιρείται το υπερκείμενο και προστίθεται 1ml αιθανόλης 75%.  
Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 4 λεπτά σε 7.500 g, αφαιρείται η αιθανόλη, ξαναπροστίθεται 
1ml αιθανόλης και γίνεται φυγοκέντρηση για 4 λεπτά σε 7.500 g.  
Μετά τη φυγοκέντρηση αφαιρείται η αιθανόλη και γίνεται μία τελική φυγοκέντρηση για 1 
λεπτό σε 7.500 g. Ακολουθεί αφαίρεση του υπερκειμένου και το ίζημα αφήνεται να 
στεγνώσει. 
 Αφού στεγνώσει προστίθενται 5-25μl απεσταγμένου νερού ανάλογα με το μέγεθος του 
ιζήματος. 
 Στη συνέχεια μετράται η συγκέντρωση του RNA σε φωτόμετρο στα 260nm με βάση τον 
νόμο Lambert-Beer και είναι C= A260 x 40 x βαθμό διάλυσης (100). 
 
33 
 
2.2.2.PCR αντίστροφης μεταγραφής (RT-PCR) 
Η απαραίτητη ποσότητα RNA επωάζεται στον Thermal Cycler στους 60oC για 2 λεπτά, και 
στη συνέχεια αφήνεται στον πάγο για 5 λεπτά. Ο σκοπός της επώασης είναι να 
αποδιαταχθούν το ριβοσωμικό, μεταφορικό και οι άλλες μορφές τουRNAπου δεν είναι 
μονόκλωνες όπως το mRNA. Έτσι, στο τέλος της αντίστροφης μεταγραφής θα υπάρχει 
cDNAαπό το ολικό RNAτου κυττάρου. 
Μετά τον πάγο προστίθενται στο eppendorf με το RNA 2 μl oligo dT, 2μl dNTPs και 
αποστειρωμένο νερό, η ποσότητα του οποίου εξαρτάται από τα μl του RNA. 
 Το μείγμα επωάζεται στους 65oC για 5 λεπτά και μετά αφήνεται στον πάγο για 8 λεπτά. 
Με αυτή την επώαση αποδιατάσσονται οι εκκινητές που δημιουργούν δίκλωνες δομές 
μεταξύ τους. 
Στη συνέχεια προστίθενται 8 μl First Strand Buffer 5x, 4 μlDTT και 1,5 μl RNase OUT και 
το μείγμα επωάζεται στους 42oC για 2 λεπτά, έτσι ώστε να προσκολληθούν οι εκκινητές 
στο RNA πριν τον πολυμερισμό. 
Μετά προστίθεται 1,5 μlRT, το μείγμα επωάζεται στους 42oC για 60 λεπτά, ώστε να γίνει ο 
πολυμερισμός του cDNA, και η αντίδραση απενεργοποιείται με θέρμανση στους 70oC για 
15 λεπτά. 
 Τέλος, τα cDNA αραιώνονται με 80μl αποστειρωμένο νερό. 
 
2.2.3.RealTimePCR (qPCR) 
Η Real Time PCRείναι ποσοτική PCR, στην οποία ποσοτικοποιούνται συγκεκριμένες 
αλληλουχίες στόχοι, αλλά η μέτρηση της ποσότητας προϊόντος  πραγματοποιείται σε όλη 
τη διάρκεια της αντίδρασης μέσω της παρακολούθησης της αύξησης φθορισμού κάποιας 
φθορίζουσας ουσίας. Αρχικά υπάρχει η φάση θορύβου (baseline), στην οποία παρατηρείται 
μη ειδικό φθορίζον σήμα, το οποίο δεν ανιχνεύεται γιατί είναι κατώτερο από ένα 
συγκεκριμένο όριο (threshold). Ο αριθμός των κύκλων που απαιτούνται ώστε η τιμή του 
παρατηρούμενου φθορισμού να είναι ανιχνεύσιμη είναι η τιμή Ct (threshold cycle) και 
είναι αντιστρόφως ανάλογη με την αρχική ποσότητα του υποστρώματος. 
Ακολουθεί η εκθετική ή λογαριθμική φάση, κατά την οποία πραγματοποιείται 
πολλαπλασιασμός του προϊόντος, άρα αυξάνεται και το ανιχνευόμενο  σήμα. Μετά την 
ολοκλήρωση της εκθετικής φάσης ακολουθεί η φάση κορεσμού, κατά την οποία αρχίζει να 
αποδιατάσσεται το DNA και να μειώνεται το φθορίζον σήμα ως αποτέλεσμα. Η φάση 
κορεσμού φαίνεται με την καμπύλη αποδιάταξης (melting curve). 
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Η φθορίζουσα χρωστική που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη είναι η SYBR green , 
η οποία προσδένεται σε μικρή αύλακα οποιουδήποτε δίκλωνου DNA και προσδεδεμένη 
παράγει πολύ πιο έντονο σήμα απ’ ότι μη προσδεδεμένη. Άρα όσο αυξάνεται το προϊόν 
αυξάνεται και το φθορίζον σήμα.  
Η χρωστική SYBR green παρουσιάζει το πλεονέκτημα ότι δεν χρειάζεται σχεδιασμό και 
βελτιστοποίηση, όμως μπορεί να προσδεθεί σε οποιοδήποτε δίκλωνο DNA, άρα μπορεί να 
προκαλέσει φθορισμό και για μη ειδικό προϊόν. Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε 
σχετικός ποσοτικός προσδιορισμός, δηλαδή χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς το 
GAPDH, ως προς το οποίο προσδιορίζεται η ποσότητα του γονιδίου-στόχου, οπότε και 
τυχόν σφάλματα που μπορεί να γίνουν κατά τη διάρκεια του προσδιορισμού να γίνουν και 
στα δύο γονίδια. 
Η αντίδραση πραγματοποιείται σε πλακίδιο 96 θέσεων για PCR και σε κάθε θέση 
περιέχονται 10μl συνολικά, 2μl cDNA, 0,2μl forward εκκινητές, 0,2μl reverse εκκινητές, 
2,6 μl αποστειρωμένο H2O και 5μl SYBR green supermix. 
Το πλακίδιο τοποθετείται στον Bio-Rad i Cycler και η αντίδραση πραγματοποιείται σε 45 
κύκλους. Αρχικά γίνεται θέρμανση στους 95oC για 30 δευτερόλεπτα και μετά στους 94oC 
για 3 λεπτά. Ακολουθούν 40 κύκλοι όπου ο καθένας αποτελείται από 2 στάδια: θέρμανση 
στους 95oC για 25 δευτερόλεπτα, έτσι ώστε να αποδιαταχθεί πλήρως το δίκλωνο DNAκαι 
μετάβαση στους 60oC ώστε να προσδεθούν οι εκκινητές στο αποδιατεταγμένο DNAκαι να 
πολυμεριστεί η νεοσυντιθέμενη αλυσίδα. Αφού ολοκληρωθούν οι 40 κύκλοι, 
πραγματοποιούνται 80 κύκλοι διάρκειας 10 δευτερολέπτων ο καθένας σε θερμοκρασία 
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C, για να γίνει τήξη του DNA και να σχηματιστεί η καμπύλη αποδιάταξης. 
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1)                                                                          2) 
 
3)                                                                              
4)  
 
Πίνακες1,2,3,4: Χαρακτηριστικά των δειγμάτων 
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2.3.Σκοπός της εργασίας 
 
 Ο σκοπός της παρούσας εργασίας είναι  η διερεύνηση έκφρασης σε επίπεδο RNAτων 
γονιδίων NOXA και MCL1 σε 146 δείγματα ΚΠΕ και στα αντίστοιχα φυσιολογικά τους, 
καθώς και να αξιολογηθεί η σημαντικότητα και να διερευνηθεί η συσχέτιση των 
εκφράσεων των γονιδίων με παρουσία/απουσία μετάλλαξης στο γονίδιο KRAS στον ΚΠΕ. 
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3. Αποτελέσματα 
Τα επίπεδα έκφρασης των mRNA των γονιδίων NOXA και MCL1 για τα 108 από τα 146 
κλινικά δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη αποτελούν προϋπάρχουσα 
γνώση (ευγενική παραχώρηση) από τα μέλη του εργαστηρίου Γονιδιακής Ρύθμισης στο 
ΙΒΦΧΒ/Εθνικό Ίδρυμα Ερευνών Κοσμίδου Βιβή, Ραυτοπούλου Σοφία, Αναγιωτό Κυριάκο 
και Βλάσση Μαργαρίτα. Ακόμη, και η παρουσία ή απουσία μετάλλαξης στο γονίδιο KRAS 
για όλα τα δείγματα αποτελεί προϋπάρχουσα γνώση (ευγενική παραχώρηση) από τη 
Βλάσση Μαργαρίτα. 
Τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων στόχων ποσοτικοποιήθηκαν με βάση το γονίδιο 
αναφοράς GAPDH. Από τα 146 δείγματα που εξετάστηκαν ως προς την έκφραση των 
γονιδίων NOXA και MCL1, γνωρίζουμε την παρουσία/απουσία μετάλλαξης για τα 127, 
από τα οποία τα 68 φέρουν μετάλλαξη στο γονίδιο KRAS (G13D,G12* ή διπλή) και τα 59 
είναι wt.  
Τα αποτελέσματα των μετρήσεων αναλύθηκαν με το πρόγραμμα MedCalc Software 
(Ostend,Belgium), και οι διαφορές αξιολογήθηκαν χρησιμοποιώντας δοκιμασία Wilcoxon 
και Mann Whitney. Με τις δοκιμασίες Mann Whitney και Wilcoxon εξετάζουμε αν η 
διαφορά στην έκφραση μεταξύ δύο κατηγοριών είναι στατιστικά σημαντική. 
Χρησιμοποιήθηκε και η ανάλυση ROC για να την αξιολόγηση της δυνατότητας κάθε 
γονιδίου ξεχωριστά, αλλά και σε συνδυασμό μεταξύ τους, να χρησιμοποιηθεί ως 
διαφοροδιαγνωστικός βιοδείκτης. Στις δοκιμασίες Wilcoxon και Mann Whitney, τιμές με 
p-value<0,05 θεωρούνται στατιστικά σημαντικές και στη ROC, αν το εμβαδό κάτω από 
την καμπύλη (AUC) είναι μεγαλύτερο από 0,6, το γονίδιο θεωρείται καλός 
διαφοροδιαγνωστικός βιοδείκτης. 
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3.1 Στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της NOXA 
στα δείγματα ΚΠΕ 
Η ανάλυση των αποτελεσμάτων των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου της NOXA έγινε σε 
146 δείγματα καρκινικού ιστού ασθενών με καρκίνο του παχέος εντέρου και στα 
φυσιολογικά τους. 
 
 
Σχήμα 1: Γράφημα του Mann Whitney test (Α) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων (Β) μεταξύ καρκινικών δειγμάτων ανάλογα με το στάδιο του όγκου (I/II και 
III/IV) και (Γ) μεταξύ καρκινικών δειγμάτων ανάλογα με το αν υπήρξε διήθηση στους 
λεμφαδένες ή όχι.  
 
Μετά από στατιστική ανάλυση των δειγμάτων με Mann Whitney παρατηρήθηκε στατιστικά 
σημαντική (p<0,05) αύξηση των επιπέδων mRNA  του γονιδίου της NOXA στα δείγματα 
με καρκίνο του παχέος εντέρου σε σχέση με τα φυσιολογικά (Σχήμα 1Α). H 
ποσοτικοποίηση της έκφρασης έγινε με Real Time PCR με τη μέθοδο 2-ΔΔC (όπου ΔΔCq 
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= ΔCq (Cq NOXA – Cq GAPDH) παθολογικά – ΔCq (Cq NOXA – Cq GAPDH) 
φυσιολογικά). Το GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως ενδογενές γονίδιο αναφοράς. 
Μετά το στατιστικό τεστ Mann Whitney βρέθηκε ότι ήταν στατιστικά μη σημαντική η 
διαφορά των επιπέδων του γονιδίου NOXA των καρκινικών δειγμάτων σταδίου Ι/ΙΙ 
συγκριτικά με τα καρκινικά δείγματα σταδίου ΙΙΙ/IV (Σχήμα 1Β). Επίσης, δεν υπάρχει 
στατιστική διαφορά μεταξύ των επιπέδων mRNA του γονιδίου NOXA στα  δείγματα 
ασθενών που παρουσίασαν διήθηση σε λεμφαδένες σε σχέση με τα δείγματα ασθενών που 
δεν παρουσίασαν (p>0,05) (Σχήμα 1Γ). Άρα, η έκφραση της NOXA στο σύνολο των 
καρκινικών δειγμάτων βρίσκεται πολύ σημαντικά αυξημένη σε σύγκριση με την έκφραση 
στα φυσιολογικά, αλλά δεν υπάρχει σημαντική διαφορά στην έκφραση της NOXA μεταξύ 
των I/II και των III/IV σταδίων, ούτε μεταξύ των δειγμάτων ασθενών που παρουσίασαν 
ασθενών που δεν παρουσίασαν διήθηση στους λεμφαδένες. 
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3.2 Στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της NOXA 
ανεξαρτήτως παρουσίας/απουσίας μετάλλαξης στο γονίδιο KRAS 
 
Σχήμα 2: Γράφημα του Mann Whitney test (Α) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων που φέρουν KRAS μετάλλαξη, (Β) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων που δεν φέρουν KRASμετάλλαξη,  (Γ) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων που φέρουν KRASG13D μετάλλαξη και (Δ) μεταξύ καρκινικών και 
φυσιολογικών δειγμάτων που φέρουν μετάλλαξη στο 12ο κωδικόνιο στο γονίδιο της 
KRAS. 
 
Η στατιστική ανάλυση των δειγμάτων που φέρουν μετάλλαξη KRAS με Mann Whitney 
έδειξε ότι τα επίπεδα του mRNA του γονιδίου της NOXA παρουσιάζουν στατιστικά 
σημαντική αύξηση στα καρκινικά δείγματα σε σχέση με τα φυσιολογικά (Σχήμα 2Α). 
Στατιστικά σημαντικά αυξημένα είναι και τα επίπεδα του mRNA του γονιδίου της NOXA 
στα καρκινικά δείγματα χωρίς KRAS μετάλλαξη σε σχέση με τα φυσιολογικά χωρίς KRAS 
μετάλλαξη (Σχήμα 2Β). Όμως δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των 
επιπέδων έκφρασης της NOXA στα καρκινικά και στα φυσιολογικά δείγματα που φέρουν 
KRASG13D μετάλλαξη (Σχήμα 2Γ) ή μετάλλαξη στο 12ο κωδικόνιο (Σχήμα 2Δ),. 
Συμπερασματικά, η NOXA υπερεκφράζεται στα καρκινικά δείγματα παρουσία ή απουσία 
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μετάλλαξης στο KRAS, όμως δεν υπερεκφράζεται σε καρκινικά δείγματα με G13D 
μετάλλαξη ή με μετάλλαξη στο 12ο κωδικόνιο. 
 
3.3 Στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της 
NOXAσε κάθε καρκινικό στάδιο 
 
 
Σχήμα 3: Γράφημα του Mann Whitney test (Α) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων στο στάδιο Ι, (Β) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών δειγμάτων στο στάδιο 
ΙΙ, (Γ) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών δειγμάτων στο στάδιο ΙΙΙ, (Δ) μεταξύ 
καρκινικών και φυσιολογικών δειγμάτων στο στάδιο IV. 
Στη συνέχεια αναλύσαμε στατιστικά τα επίπεδα του mRNA του γονιδίου της NOXA σε 
καρκινικά δείγματα σε σχέση με φυσιολογικά δείγματα ως προς το στάδιο του όγκου. Τα 
επίπεδα έκφρασης του γονιδίου της NOXA των καρκινικών δειγμάτων είναι αυξημένα σε 
στατιστικά σημαντικό επίπεδο σε σχέση με τα φυσιολογικά δείγματα στις δοκιμασίες 
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Mann Whitney που πραγματοποιήθηκαν για κάθε στάδιο (Σχήμα 3Α,Β,Γ,Δ). Άρα η NOXA 
υπερεκφράζεται σε κάθε καρκινικό στάδιο. 
Η ίδια ανάλυση έγινε και ως προς το γονίδιο της MCL1. 
 
3.4 Στατιστικά μη σημαντική μείωση έκφρασης γονιδίου MCL1 σε δείγματα 
ΚΠΕ 
 
 
 
 
Σχήμα 4: Γράφημα του Mann Whitney test (Α) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων, (Β) μεταξύ καρκινικών δειγμάτων ανάλογα με το στάδιο του όγκου (I/IIκαι 
III/IV) και (Γ) μεταξύ καρκινικών δειγμάτων ανάλογα με το αν υπήρξε διήθηση στους 
λεμφαδένες ή όχι. 
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Μετά από στατιστική ανάλυση MannWhitney δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική 
διαφορά των επιπέδων mRNA του γονιδίου MCL1 στα δείγματα με καρκίνο παχέος 
εντέρου σε σχέση με τα φυσιολογικά (p>0,05) (Σχήμα 4Α).Μετά το στατιστικό τεστ Mann 
Whitney βρέθηκε ότι δεν υπάρχει στατιστική διαφορά μεταξύ των επιπέδων mRNA του 
γονιδίου NOXA των καρκινικών δειγμάτων σταδίου Ι/ΙΙ συγκριτικά με τα καρκινικά 
δείγματα σταδίου ΙΙΙ/IV(Σχήμα 4Β). Επίσης, ήταν στατιστικά μη σημαντική η διαφορά των 
επιπέδων του γονιδίου NOXA στα δείγματα ασθενών που παρουσίασαν διήθηση σε 
λεμφαδένες σε σχέση με τα δείγματα ασθενών που δεν παρουσίασαν (p>0,05) (Σχήμα 
4Γ).Τελικά, η έκφραση της MCL1 δεν παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφορά στα 
καρκινικά δείγματα σε σύγκριση με τα φυσιολογικά, ούτε μεταξύ των δειγμάτων I/IIκαι 
III/IV σταδίων, ούτε μεταξύ των δειγμάτων ασθενών που παρουσίασαν ή όχι διήθηση 
στους λεμφαδένες. 
3.5 Στατιστικά σημαντική μειωμένη έκφραση γονιδίου MCL1 σε KRAS 
μεταλλαγμένα δείγματα 
 
Σχήμα 5: Γράφημα του Mann Whitney test (Α) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων που φέρουν KRAS μετάλλαξη, (Β) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων που δεν φέρουν KRASμετάλλαξη,  (Γ) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων που φέρουν KRASG13D μετάλλαξη και (Δ) μεταξύ καρκινικών και 
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φυσιολογικών δειγμάτων που φέρουν μετάλλαξη στο 12ο κωδικόνιο στο γονίδιο της 
KRAS. 
Παρατηρούμε στο γράφημα Mann Whitney (Σχήμα 5A) ότι το επίπεδο του mRNA του 
γονιδίου της MCL1 είναι στατιστικά σημαντικά μειωμένο στα καρκινικά δείγματα σε 
σχέση με τα φυσιολογικά. Δεν παρατηρείται στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των 
επιπέδων έκφρασης του γονιδίου της MCL1 των καρκινικών δειγμάτων που δεν φέρουν 
KRAS μετάλλαξη και των φυσιολογικών δειγμάτων (Σχήμα 5Β). Παρόλο που υπάρχει 
στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου της MCL1 
στα καρκινικά και στα φυσιολογικά δείγματα που έχουν μεταλλαγμένη KRAS, δεν 
διαφέρουν σημαντικά τα επίπεδα σε δείγματα που φέρουν KRASG13D μεταλλάξεις 
(Σχήμα 5Γ), ούτε σε δείγματα που είναι μεταλλαγμένο το 12ο κωδικόνιο του γονιδίου της 
KRAS (Σχήμα 5Δ). Άρα, η έκφραση της MCL1 σε KRAS μεταλλαγμένα δείγματα 
βρίσκεται στατιστικά σημαντικά μειωμένη στα καρκινικά σε σχέση με τα φυσιολογικά, 
ενώ δεν υπάρχει σημαντική διαφορά μεταξύ της έκφρασης σε δείγματα χωρίς KRAS 
μετάλλαξη ή σε δείγματα με G13D ή G12* μετάλλαξη. 
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3.6 Στατιστικά μη σημαντική διαφορά έκφρασης  MCL1 σε κανένα καρκινικό 
στάδιο 
 
 
Σχήμα 6: Γράφημα του Mann Whitney test (Α) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών 
δειγμάτων στο στάδιο Ι, (Β) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών δειγμάτων στο στάδιο 
ΙΙ, (Γ) μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών δειγμάτων στο στάδιο ΙΙΙ, (Δ) μεταξύ 
καρκινικών και φυσιολογικών δειγμάτων στο στάδιο IV. 
 
Στη συνέχεια αναλύσαμε στατιστικά τα επίπεδα του mRNA του γονιδίου της MCL1 σε 
καρκινικά δείγματα σε σχέση με φυσιολογικά δείγματα ως προς το στάδιο του όγκου. Τα 
επίπεδα  του mRNA του γονιδίου της MCL1 των καρκινικών δειγμάτων δεν διαφέρουν σε 
στατιστικά σημαντικό βαθμό από τα επίπεδα των φυσιολογικών δειγμάτων στις δοκιμασίες 
Mann Whitney που πραγματοποιήθηκαν για κάθε στάδιο (Σχήμα 6 Α,Β,Γ,Δ). Άρα η 
έκφραση της MCL1 δεν διαφέρει σημαντικά σε κανένα καρκινικό στάδιο. 
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3.7 Σημαντικά αυξημένος λόγος έκφρασης NOXA/MCL1 σε κλινικά 
δείγματα ΚΠΕ 
 
Σχήμα 7:Γράφημα του Mann Whitney test μεταξύ του λόγου έκφρασης NOXA/MCL1 
μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών δειγμάτων. 
Από το Mann Whitney test φαίνεται ότι ο λόγος NOXA/MCL1 είναι πολύ αυξημένος σε 
στατιστικά σημαντικό επίπεδο στα καρκινικά σε σχέση με τα φυσιολογικά δείγματα. 
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Πίνακας 5: Ανάλυση έκφρασης των γονιδίων των NOXAκαι MCL1. 
 
3.8 Αξιολόγηση διαφοροδιαγνωστικής αξίας γονιδίων  
Πραγματοποιήθηκε στατιστική ανάλυση με καμπύλη ROC, ώστε να κριθεί αν συνδυασμοί 
των γονιδίων της NOXA, της MCL1, της DR5, της cIAP1 και της cIAP2 μπορεί να είναι 
διαφοροδιαγνωστικός βιοδείκτης. Γνωρίζουμε την διαφοροδιαγνωστική αξία των DR5 
cIAP και cIAP2 από το άρθρο των Devetzi et al 2016. Και τα 3 γονίδια είναι 
διαφοροδιαγνωστικοί βιοδείκτες με AUC>0,6. 
 
3.8.1 ROC ανάλυση 
Η επιφάνεια κάτω από τη καμπύλη ROC είναι μετρική της ακρίβειας του μοντέλου. Όσο 
πιο κοντά στη διαγώνιο τόσο λιγότερο ακριβές είναι. AUC= 0,5 καμία διαγνωστική αξία, 
AUC=1 τέλεια διαγνωστική αξία. Για να υπάρχει διαφοροδιαγνωστική αξία πρέπει 
0,6<AUC<1. Το γονίδιο της NOXA μπορεί να θεωρηθεί καλός διαφοροδιαγνωστικός 
δείκτης γιατί AUC>0,6. 
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3.8.2 ROC ανάλυση για NOXA, MCL1 και συνδυασμό τους 
 
 
Σχήμα 8:Καμπύλη ROC για την αξιολόγηση της διαφοροδιαγνωστικής αξίας (A) της 
NOXA, (B) της MCL1 και (Γ) του συνδυασμού των γονιδίων της NOXA και της MCL1. 
 
Η έκφραση της NOXA έχει καλή διαφοροδιαγνωστική αξία με AUC>0,6 (Σχήμα 8Α), 
αλλά το γονίδιο MCL1 δεν μπορεί να θεωρηθεί διαφοροδιαγνωστικός δείκτης 
(AUC<0,6)(Σχήμα 8Β). Ο συνδυασμός της έκφρασης των γονιδίων της NOXA και της 
MCL1 έχει καλή διαφοροδιαγνωστική αξία, αφού AUC>0,6 (Σχήμα 8Γ). Άρα, η NOXA 
και ο συνδυασμός NOXA και MCL1 αποτελούν καλό διαφοροδιαγνωστικό δείκτη, αλλά η 
MCL1 δεν είναι καλός διαφοροδιαγνωστικός δείκτης. 
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3.8.3 ROC ανάλυση για DR5, για συνδυασμό DR5 με MCL1, για 
συνδυασμό DR5 με NOXA και για συνδυασμό DR5, NOXA και MCL1  
 
Σχήμα 9: Καμπύλες ROCγια τη διαφοροδιαγνωστική αξία  (Α) του γονιδίου τηςDR5, (Β) 
του γονιδίου της DR5 σε συνδυασμό με το γονίδιο της MCL1, (Γ)του γονιδίου της DR5 σε 
συνδυασμό με το γονίδιο της NOXAκαι  (Δ) του γονιδίου της DR5 σε συνδυασμό με τα 
γονίδια της MCL1 και της NOXA. 
 
 
Από το άρθρο των Devetzi et al 2016 γνωρίζουμε ότι το γονίδιο της DR5 έχει 
διαφοροδιαγνωστική αξία μόνο του (Σχήμα 9Α), και εξετάσαμε αν ο συνδυασμός του με 
NOXA, MCL1 και NOXA και MCL1 είναι βιοδείκτης. Η έκφραση του γονιδίου 
DR5συνδυαστικά με τη NOXA (Σχήμα 9Β), την MCL1 (Σχήμα 9Γ), και συνδυαστικά και με 
τα 2 γονίδια (Σχήμα 9Δ), έχει διαφοροδιαγνωστική αξία. 
 
 
 
 
 
 
 
50 
 
3.8.4 ROC ανάλυση για συνδυασμό NOXA και cIAP1, για συνδυασμό 
NOXA με cIAP2, για συνδυασμό MCL1 με cIAP1, και για συνδυασμό 
MCL1 με cIAP2  
 
 
Σχήμα 10: ΚαμπύλεςROCγια την αξιολόγηση της  συνδυαστικής διαφοροδιαγνωστικής 
αξίας των γονιδίων (Α) των NOXA και cIAP1, (Β) των NOXA και cIAP2, (Γ) των MCL1 
και cIAP1 και (Δ) των MCL1 και cIAP2. 
 
 
Ο συνδυασμός της έκφρασης των γονιδίων NOXA και cIAP1 έχει καλή 
διαφοροδιαγνωστική αξία (Σχήμα 10Α), όπως και ο συνδυασμός NOXA και cIAP2 (Σχήμα 
10Β), MCL1 και cIAP1 (Σχήμα 10Γ) και MCL1 και cIAP2 (Σχήμα 10Δ). 
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3.8.5 Ο συνδυασμός των 5 γονιδίων έχει πολύ καλή διαφοροδιαγνωστική 
αξία (AUC=0,834) 
 
 
Σχήμα 11: Καμπύλες ROCγια την συνδυαστική διαφοροδιαγνωστική αξία των γονιδίων 
των (Α) NOXA, MCL1 και cIAP1, (Β) NOXA, MCL1 καιcIAP2 και (Γ)NOXA,MCL1, 
cIAP1,cIAP2 και DR5. 
 
 
Διαφοροδιαγνωστική αξία έχουν συνδυαστικά τα γονίδια των NOXA, MCL1, cIAP1 
(Σχήμα 11Α), και NOXA, MCL1, cIAP2 (Σχήμα 11Β), και τη μεγαλύτερη 
διαφοροδιαγνωστική αξία έχουν τα 5 γονίδια συνδυαστικά, τα γονίδιο της NOXA, MCL1, 
cIAP1, cIAP2 και DR5 με AUC=0,834 (Σχήμα 11Γ). 
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4.Συμπεράσματα-Συζήτηση 
Υπάρχει συνεχής αναζήτηση διαγνωστικών και προγνωστικών βιοδεικτών με υψηλή 
ευαισθησία και ειδικότητα για την ανίχνευση και πρόγνωση του καρκίνου του παχέος 
εντέρου. Επειδή όμως δεν υπάρχει ο τέλειος δείκτης, μπορεί να χρησιμοποιηθεί 
συνδυασμός ευαίσθητων και ειδικών δεικτών ώστε ο συνδυασμός τους να έχει την 
καλύτερη διαφοροδιαγνωστική αξία (Devetzi,2016). 
4.1 NOXA 
Στα κλινικά δείγματα ΚΠΕ η έκφραση της NOXA βρέθηκε αυξημένη σε πολύ μεγάλο 
βαθμό στο σύνολο των καρκινικών δειγμάτων έναντι των φυσιολογικών, ενώ στατιστικά 
σημαντική αύξηση παρουσιάζει και σε κάθε καρκινικό στάδιο. Ακόμη, σε mtKRAS και 
wtKRAS δείγματα παρατηρείται υπερέκφρασή της Noxa στα καρκινικά δείγματα. 
Η Noxa όπως γνωρίζουμε υπερεκφράζεται και στο μελάνωμα. Στο μελάνωμα η αύξηση της 
έκφρασης της NOXA οφείλεται στην ενεργοποίηση  του μονοπατιού RAF/MEK/ERK, με 
σκοπό τη μεταγραφική ρύθμισή της από μεταγραφικό παράγοντα. Αν και η NOXA είναι 
προ-αποπτωτική πρωτεΐνη, η υπερέκφρασή της στο μελάνωμα σχετίζεται όχι με την 
προώθηση της απόπτωσης, αλλά με την προώθηση της αυτοφαγίας. Υπάρχει η υπόθεση ότι 
με παρόμοιο τρόπο ρυθμίζεται και η έκφραση της NOXA στον ΚΠΕ (Liu, 2014). 
Όσον αφορά την αυξημένη έκφραση της Noxa και σε KRAS μεταλλαγμένα και σε KRAS 
wild type καρκινικά δείγματα, σύμφωνα με μελέτη των Conti et al 2015 η mtKRAS 
προκαλεί αύξηση της έκφρασης της NOXA σε προκαρκινικά κύτταρα στο παχύ έντερο 
μέσω των MEK/ERK, αλλά όχι σε καρκινικά. Άρα αφού η παρουσία ή απουσία KRAS δεν 
επηρεάζει την έκφραση της NOXA, δικαιολογείται η υπερέκφραση της NOXA και στις 
δύο περιπτώσεις (Conti,2015). 
4.2 MCL1 
Στη μελέτη μας βρήκαμε την έκφραση της MCL1 στατιστικά μη σημαντικά μειωμένη στα 
καρκινικά σε σχέση με τα φυσιολογικά δείγματα, αλλά η MCL1 παρουσιάζει στατιστικά 
σημαντικά μειωμένη έκφραση σε KRAS μεταλλαγμένα δείγματα στα καρκινικά έναντι των 
φυσιολογικών. 
 Παρόλο που η MCL1 βρίσκεται αυξημένη σε πολλούς καρκίνους, η υπερέκφραση της 
NOXA, η οποία αδρανοποιεί την MCL1 και προκαλεί την αποικοδόμησή της, μπορεί να 
εξηγεί την μείωση της MCL1 (Tong,2017). Η NOXA είναι προ-αποπτωτική πρωτεΐνη και 
δεσμεύει επιλεκτικά την αντι-αποπτωτική MCL1 ώστε να εμποδίσει την αντι-αποπτωτική 
δράση της και να προωθήσει την απόπτωση. Η NOXA σχηματίζει σύμπλοκο με την MCL1 
και την οδηγεί στην αποικοδόμηση. 
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Από την ανάλυση του λόγου των εκφράσεων NOXA/MCL1 παρατηρήσαμε ότι είναι 
στατιστικά σημαντικά μειωμένος στα καρκινικά σε σύγκριση με τα φυσιολογικά δείγματα. 
Γνωρίζουμε ότι ο χαμηλός λόγος NOXA/MCL1 συσχετίζεται με μειωμένη επιβίωση σε 
σχέση με υψηλό λόγο NOXA/MCL1 σε επιθετικό καρκίνο του μαστού, άρα μπορεί ο λόγος 
NOXA/MCL1 να είναι δείκτης αυξημένης επιβίωσης και στον ΚΠΕ (Torres-Adorno, 
2017). Χρειάζεται περεταίρω έρευνα για την αξιολόγηση του λόγου ως βιοδείκτη. 
 
4.3 Συνδυασμός NOXA, MCL1, DR5, cIAP1 και cIAP2 έχει μεγάλη διαφοροδιαγνωστική 
αξία (AUC=0,834) 
Μέσω ROC ανάλυσης καθορίστηκε η διαφοροδιαγνωστική αξία των NOXA, MCL1, του 
υποδοχέα θανάτου DR5 και των αναστολέων της απόπτωσης cIAP1 και cIAP2. 
Ο DR5 ως υποδοχέας θανάτου ευαισθητοποιεί το κύτταρο σε θάνατο μέσω τουTRAIL, και 
βρίσκεται συχνά υπερεκφρασμένος στον ΚΠΕ. Η υπερέκφρασή του οφείλεται και σε 
KRAS και BRAF μεταλλάξεις και αποτελεί δείκτη για καλύτερη πρόγνωση του ΚΠΕ 
(Oikonomou,2009).Οι cIAPs εμφανίζουν αυξημένη έκφραση στον ΚΠΕ, η οποία 
συνεισφέρει στην καρκινογένεση στο παχύ έντερο και είναι δείκτης κακής πρόγνωσης σε 
ασθενείς με ΚΠΕ (Miura,2011). 
Γνωρίζουμε από μελέτη των Devetzi et al ότι οι cIAP1, cIAP2 και DR5 είναι καλοί 
διαφοροδιαγνωστικοί βιοδείκτες (Devetzi,2016). 
Η NOXA βρέθηκε ότι είναι καλός διαφοροδιαγνωστικός βιοδείκτης, αλλά η MCL1 δεν 
είναι. Οι συνδυασμοί της έκφρασης των γονιδίων έχουν διαφοροδιαγνωστική αξία, και ο 
συνδυασμός των NOXA, MCL1, DR5, cIAP1 και cIAP2 γονιδίων έχει πολύ καλή 
διαφοροδιαγνωστική αξία με το πολλά υποσχόμενο AUC= 0,834. Μετά τον συνδυασμό 
των 5 γονιδίων, το μεγαλύτερο AUC και άρα διαφοροδιαγνωστική αξία έχει ο συνδυασμός 
των DR5, NOXA και MCL1 (AUC=0,772), αλλά επειδή δεν είναι δείκτης το MCL1, 
θεωρούμε τον συνδυασμό που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για περαιτέρω έρευνα τον 
συνδυασμό NOXA και MCL1 (AUC=0,771). 
Άλλος πιθανός βιοδείκτης είναι η BRAF, γιατί είναι μεταλλαγμένη στο 10% των ΚΠΕ και 
έχει συσχετιστεί με κακή πρόγνωση. Ακόμη, οι μεταλλάξεις στο KRAS και BRAF είναι 
αλληλοαποκλειόμενες. Επίσης η p53 είναι πιθανός βιοδείκτης, και η μεταλλαγμένη 
πρωτεΐνη εντοπίζεται στο 60% των ΚΠΕ (Zarkavelis, 2017). Και η καταλυτική υπομονάδα 
της PI3K (PIK3CA) μπορεί να είναι δείκτης, η έκφρασή της αυξάνεται και η PIK3CA 
βρίσκεται μεταλλαγμένη στο 10-20% του ΚΠΕ. Οι μεταλλάξεις της PIK3CA σχετίζονται 
με τις μεταλλάξεις της KRAS, και όταν η KRAS είναι wt, η PIK3CA είναι δείκτης μη 
ανταπόκρισης σε anti-EGFR θεραπείες (Cathomas, 2014). 
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Υπάρχουν και πολλές πρωτεΐνες που συμμετέχουν στην απόπτωση και είναι πιθανοί 
βιοδείκτες, όπως η πρωτεΐνη c-FLIP, η οποία αναστέλλει την κασπάση 8, υπερεκφράζεται 
στον ΚΠΕ, και η υπερέκφρασή της σχετίζεται με εξέλιξη του καρκίνου και/ή κακή 
πρόγνωση (Hassan, 2014). Ακόμη στον ΚΠΕ υπερεκφράζονται οι προσδέτες Fas και 
TRAIL, και σχετίζονται με κακή πρόγνωση (Zeestraten, 2013). Ακόμη, η υπερέκφραση της 
αντι-αποπτωτικής BCL-2 στον ΚΠΕ σχετίζεται με αυξημένη επιβίωση, άρα μπορεί να μην 
έχει μόνο αντι-αποπτωτικό ρόλο, αλλά και να επηρεάζει αρνητικά τον κυτταρικό κύκλο 
ώστε να μειώσει την ανάπτυξη του όγκου (Zeestraten, 2013).  
Ο συνδυασμός των 5 γονιδίων NOXA, MCL1, DR5, cIAP1 και cIAP2 που εξετάσαμε 
αποτελεί πολύ καλό διαφοροδιαγνωστικό δείκτη, και στο μέλλον θα παρουσίαζε 
ενδιαφέρον να εξεταστεί η διαφοροδιαγνωστική αξία συνδυασμού των 5 γονιδίων σε 
μεγαλύτερο αριθμό δειγμάτων, αλλά και να συνδυαστούν οι βιοδείκτες με το μεγαλύτερο 
AUC μαζί με άλλα πιθανά γονίδια βιοδείκτες, όπως το TRAIL, τον FasL και το c-FLIP.  
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